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Uber den Glykogen- und Cerebrosidstoffwechsel 
des Zentralnervensystems. 


Von 
Hans Winterstein und Else Hirschberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Eingegangen am 11, April 1925.) 


In friiheren Untersuchungen hatten wir festgestellt'), dab das 
isolierte Froschriickenmark Zucker der umgebenden Lésung umsetzt, 
und zwar je nach den Lebensbedingungen und je nach der angewandten 
Zuckerart in sehr verschiedenem AusmaBe. Durch die im folgenden 
mitgeteilten Versuche soll das Schicksal der in Zentren selbst ent- 
haltenen Zuckerstoffe, des Glykogens und der Cerebroside, unter ver- 
schiedenen Bedingungen verfolgt werden. 

Nach AbschluB des gréBten Teiles unserer Versuche erschien aus 
dem Asherschen Institut eine Arbeit von Takahashi*) iiber den Kohlen- 
hydratstoffwechsel des Gehirns von Warmbliitern. Wir werden auf 
diese Untersuchungen, die unseres Wissens die ersten sind, in denen 
die Verinderungen des Gehalts an Zuckerstoffen im Zentralnerven- 
system studiert wurden, noch mehrfach zuriickkommen. 


A. Methodik. 

Zur Bestimmung des Glykogens diente das Piliigersche Verfahren 
in der von de Haan*) bei Leucocyten angewandten Modifikation als Mikro- 
methode, die unseren Bediirfnissen entsprechend etwas abgeindert wurde: 
Die zu untersuchenden Teile des Nervensystems wurden in 2 cem 1l5proz. 
KOH 2 Stunden zerkocht, dann mit 4cem %6proz. Alkohol versetzt; 
nach mehrstiindigem Absetzenlassen des Niederschlages wurde abzentri- 
fugiert, die alkoholische KOH abgegossen, der Niederschlag erst mit 
66proz. Alkohol, dann mit absolutem Alkohoi, Ather und nochmals mit 
absolutem Alkohol unter jedesmaligem Abzentrifugieren gewaschen und 
der zuriickbleibende Rest des Alkohols abgedampft. Zur Inversion des so 





1) E. Hirschberg und H.Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 100, 
185, 1917; 101, 248, 1918. 
2) L. Asher und K. Takahashi, diese Zeitschr. 154, 444, 1924. 
8) J. de Haan, ebenda 128, 124, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 159. 24 
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gewonnenen Riickstandes wurde urspriinglich entsprechend der (auch von 
de Haan befolgten) Vorschrift Piliigers mit 2,2proz. HCl 3 bis 4 Stunden 
gekocht. Die Angabe P/liigers'), daB dies die fiir die Inversion am besten 
geeignete Anordnung sei, stiitzt sich auf die in seinem Institut ausgefiihrten 
Versuche von Nerking*), der aber die Wirkung héherer HC]-Konzen- 
trationen nicht untersucht zu haben scheint. Wir haben zur Abkiirzung 
dieses Verfahrens eine Reihe von Bestimmungen ausgefiihrt und gefunden, 
daB halbstiindiges Kochen mit etwa Ilproz. HCl die besten Resultate 
lieferte. In der Folge wurde daher stets diese Modifikation der Methode 
angewendet. Der beim Kochen zuriickbleibende Rest wird abfiltriert 
und mit einer kleinen Menge Wasser nachgewaschen. 

Die Bestimmung des invertierten Zuckers erfolgte nach dem Verfahren 
von Bertrand in der von Greiner*) empfohlenen Modifikation, die auBer 
den von Bertrand vorgeschriebenen Lésungen noch eine solehe von Na,C O, 
und NaHCO, zur Bildung von CuC O, verwendet. Die von uns benutzten 
Mengen waren geringer als bei Greiner’ Zu der mit NaOH neutralisierten 
invertierten Lésung wurden je 3 cem der Kupfer-, Carbonat- und Seignette- 
salzlésungen (Zusammensetzung s. bei Greiner) zugesetzt, 3 Minuten gekocht, 
abgekiihlt, der Niederschlag gewaschen, mit 3 ccm Eisensulfatlésung versetzt 
und aus einer in '/;9,cem geteilten Mikrobiirette mit n/100 Kalium- 
permanganat titriert. In dieser Form erwies sich die Methode auch fiir 
Mengen von weniger als | mg gut brauchbar. In Erganzung der bei Greiner 
angefiihrten, von 10 bis 1 mg Zucker reichenden Tabelle geben wir im 
folgenden die Cu-Werte von | bis 0,25 mg; die Zwischenwerte wurden durch 
Interpolation, noch kleinere gegebenenfalls durch Extrapolation berechnet. 


Es entsprechen: 


1 mg Glucose. . . . . 2,29mg Cu 
0,5 ,, m . SS 7a 
0,25 ,, °° i eo ee 


Die so ermittelten Zuckerwerte haben wir, dem Beispiel de Haans 
folgend, ohne weiteres dem Glykogen gleichgesetzt, mit Riicksicht darauf, 
daB die der Formel nach zu berechnende Verminderung durch die Un- 
vollstandigkeit der Inversion ungefaihr ausgeglichen wird. 

Bei dem eben geschilderten Verfahren der Glykogenbestimmung 
hatten wir zunichst nicht beriicksichtigt, dal durch den kalten Alkohol 
auBer dem Glykogen auch noch Cerehroside gefaillt werden bzw. ungelést 
in ihm zuriickbleiben kénnen, die beim Kochen mit HC! durch Abspaltung 
von Galaktose den Reduktionswert zu erhéhen vermégen. Bei den Leuco- 
eyten, bei denen dieser Umstand auch von de Haan nicht beachtet wurde, 
mag er vielleicht nicht in Betracht kommen, beim Zentralnervensystem 
aber spielt er, wie wir gleich sehen werden, eine merkliche Rolle. Die zuerst 
ausgefiihrten Bestimmungen und Versuche betreffen also den Gesamt- 
gehalt an in kaltem Alkohol unléslichen Substanzen, die beim Kochen 
mit Salzsiure reduzierende Stoffe liefern. In der alkoholischen KOH 
waren keine reduzierenden Substanzen nachweisbar. 

Zur Sonderung des Glykogens von den Cerebrosiden standen zwei Wege 
offen: Entweder konnten die letzteren vor Ausfiihrung der Glykogen- 


1) E. Piliiger, Das Glykogen, 2. Aufl., 1905, S. 27. 
2) J. Nerking, Pfliigers Arch. 85, 320, 1901. 
3) J. Greiner, diese Zeitschr. 128, 274, 1922. 
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bestimmung extrahiert oder das mit Alkohol gefallte Glvkogen dureh Auf 
lésung in Wasser von den tibrigen Stoffen abgetrennt werden. Beide Wege 
wurden in der Folge betreten. 

Zur Extraktion erwies sich siedender Alkohol am besten geeignet, 
weil die tibrigen Extraktionsmittel (Aceton, Petrolather und vor allem 
Chloroform, auch wenn es sich um reinstes, zur Narkose dienendes handelte) 
selbst einen reduzierenden Riickstand beim Abdestillieren ergaben, der 
bei den winzigen Mengen, um die es sich hier handelte, die Genauigkeit 
der Bestimmung stark beeintriichtigte. Es wurde daher bei den Extraktions- 
versuchen spiter ausschlieBlich so verfahren, dal das betreffende Organ- 
stiick erst 1 Stunde in kochendem Alkohol extrahiert wurde; eine Ver- 
langerung der Kochzeit dariiber hinaus schien keinen nennenswerten Ein- 
fluB zu haben. Dann wurde noch heiB durch ein Schottsches gesintertes 
Glasfilter filtriert und in dem Riickstand das Glvkogen in der gewéhnlichen 
Weise bestimmt. Im Filtrat wurde der Alkohol abdestilliert, der Riickstand 
mit Salzséure gekocht und der abgespaltene Zucker gleichfalls nach Bertrand 
bestimmt. 

Bei dem zweiten, in den spiaiteren Versuchen ausschlieBlich verwendeten 
Verfahren der Abtrennung des Glykogens aus der Alkoholfallung wurde 
so vorgegangen, daB diese nach Abzentrifugieren mit siedendem Wasser 
aufgenommen, wieder zentrifugiert und die wiisserige Lisung abgegossen 
wurde. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Dann wurde zu 
dem zusammengegossenen wisserigen Extrakt so viel HCl zugesetzt, dab 
er 11 Proz. enthielt, und die weitere Bestimmung in der gewohnlichen 
Weise ausgefiihrt, oder es wurde nochmals mit Alkohol gefallt und erst 
die Falhung mit HCI invertiert. Ein Kontrollversuch an demselben Priiparat 
ergab in beiden Fiillen das gleiche Resultat. Indem Riickstand der wasserigen 
Extraktion, der die Cerebroside enthielt, wurde der Reduktionswert nach 
Kochen mit HC! gleichfalls wie sonst festgestellt. Inwieweit mit diesen 
Methoden eine wirklich vollstandige Bestimmung des ganzen Cerebrosid- 
zuckers erfolgt, entzieht sich unserer Kenntnis; fiir die Vergleichung des 
Cerebrosidgehaltes unter verschiedenen Bedingungen erscheint sie jedenfalls 
anwendbar. 

Die Versuche sind saimtlich an dem isolierten Zentralnervensystem 
von Rana esculenta ausgefiihrt, und zwar in zwei Versuchsreihen: Die 
erste in den Monaten Februar bis August 1924. Im Sommer war der 
Glykogengehalt so gering geworden (s. unten),,daB die Nachpriifung dpr 
iiberraschenden Ergebnisse der Reiaversuche auf den Herbst verschobén 
werden muBte. Diese zweite Reihe von Versuchen wurde in den Monaten 
November und Dezember 1924 und Januar bis Marz 1925 angestellt. 


B. Versuchsergebnisse. 

Vorausgeschickt mu werden, daB der von uns gefundene Glykogen- 
gehalt, wenigstens in der kiihlen Jahreszeit, sehr viel gréBer war als 
sich nach den bisher vorliegenden Angaben vermuten lie}.  Haben 
doch Thudichum') und andere im menschlichen Gehirn tiberhaupt 
kein Glykogen gefunden und ebensowenig gelang es Barfurth*) und 


1) J. L.W. Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns. 
Tiibingen 1901. 
2) D. Barfurth, Arch. f. mikrosk, Anat. 25, 269, 1885, 
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einigen anderen Forschern mikroskopisch soleches im Gehirn  ver- 
schiedener Tiere, darunter auch der Frésche, nachzuweisen. Es ist 
jedoch zu bemerken, daB menschliche Gehirne ja immer erst langere 
Zeit nach dem Tode zur Untersuchung gelangen, wenn das vorhandene 
Glykogen schon verschwunden sein kann, und daf der mikrochemische 
Nachweis vielleicht nicht sehr zuverlissig ist. Allerdings fand Athanasiu') 
auch mit der Pfliigerschen Methodik im Zentralnervensystem der 
Frésche nur 0,07 Proz. Schindorff*) hat jedoch an sechs gut gefiitterten 
Hunden im Gehirn einen Glykogengehalt von im Mittel 0,23 Proz. 
(0.196 bis 0,266 Proz.) der frischen Substanz beobachtet. Asher und 
Takahashi (a.a.O.) haben Zweifel geiuBert, ob die nach der Pfliiger- 
schen Methode von ihnen bestimmte Substanz (der Gehalt des Gehirns 
betrug im Mittel 0,039 Proz. beim Kaninchen und 0,075 Proz. bei der 
Ratte) auch wirklich zur Ginze Glykogen gewesen sei; mit dem von 
Rona und van Eweyk*) kiirzlich angegebenen nephelometrischen Ver- 
fahren konnten nur viel geringere Mengen gefunden werden. Es ist 
aber, auch wenn man von den Experimenten mit vorangegangener 
Extraktion, die vielleicht nicht vollstandig war, absieht, nicht recht 
einzusehen, was fiir andere in kaltem Alkohol unlésliche, in heibem 
Wasser lésliche Stoffe als Glykogen beim Kochen mit Salzsiure 
reduzierende Substanzen liefern sollten. 


I. Der Gehalt an Glykogen und Cerebrosidzucker zu verschiedenen 
Jahreszeiten. 

Der Glykogengehalt des Zentralnervensystems (CNS) der Frésche 
ist wie auch der anderer Organe (vgl. Athanasiu, a.a.QO.) in hohem 
MaBe abhangig von der Jahreszeit. Wahrend er in den Wintermonaten 
(November bis Februar) den auBerordentlich hohen Wert von 1 bis 
1,4 Proz. der frischen Substanz erreicht, beginnt er im Friihjahr ab- 
zusinken und zeigt im Juli und August sein Minimum mit 0,1 bis 0,2 Proz. 
Ahnliches gilt auch fiir den Gehalt an Cerebrosidzucker. Das Winter- 
maximum lag hier meist zwischen 0,2 und 0,4 Proz.; beim Absinken 
des Gehalts im Friihjahr trat ein auffalliger Unterschied der Ge- 
schlechter zutage, indem bei den Weibchen schon im Mai, bei den 
Mannchen erst im August ein ganzliches Verschwinden desselben zu 
beobachten war. 

Die folgende Tabelle I gibt eine Zusammenstellung der Werte, 
die an dem ganzen oder meist einer Halfte des der Lange nach ge- 
teilten (in leichter Athernarkose herauspraparierten) CNS gefunden 


1) J. Athanasiu, Pfliigers Arch. 74, 561, 1899. 
2) B. Schéndor{/, ebendaselbst 99, 191, 1903. 
8) P. Rona und C. van Eweyk, diese Zeitschr. 149, 174, 1924, 
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wurden. Die Versuche | bis 15 und 28 sind mit vorangehender 
Extraktion des Cerebrosidzuckers angestellt (und zwar | bis 3 mit 
Aceton, 9, 11 und 12 mit Petrolather, alle iibrigen mit absolutem 
Alkohol), der Rest mit nachtraglicher Wasserextraktion des Glykogens 
aus der Alkoholfaillung (siehe Methodik). Versuch 27 und 29 sind 
Doppelbestimmungen an den beiden Halften desselben Praparats 


Tabelle 1. 





Gehalt an (in Proz. d. frischen Substanz) 


Nr. Datum Geschlecht 
Glykogen Cerebrosidzucker 
l 19. V. 2 0,70 0 
2 21. V. a 0.42 0.21 
3 22. V. 2 0,65 0 
4 a1. V. Q 0.43 0 
5 2 Vi. Q 045 0 
6 B. VI. A 0.40 0.12 
7 24. VI. 2 0,19 0 
8 26. VI. 7 O19 0 
9 27. VI. Cc 0.28 0.20 
10 30. VI. fon 0.26 0,26 
1] 3. Vil. y" 0,25 0.24 
12 3. VII. g 0.23 0 
13 4, Vil. f 0,19 0.10 
i4 5. VI. Cc O19 0.13 
15 23. VII. fea O18 0.10 
16 19. VIII. fou 0.17 0 
17 20. VITI. g 0,14 0 
18 21. VIII. f 0.37 0.03 
19 22. VIII. rou 0.14 0 
20 23. VITI. Q O18 0 
21 3. XI. f 1,18 0.25 
22 5. XI. f 1,42 O18 
23 mB f 1,12 0,35 
24 8. XI. en 1,21 0.27 
25 9. XI. Cc 117 0.29 
26 9. XI. rou 1,16 032 
27 12. X1 9 1,05 0,26 
‘ 1,09 0.27 
28 5. XI1. J 1,23 0,30 
29 19. II. 2 1.30 0.36 
1,28 O41 
30 20. 11. J 1,33 0,43 
31 33. II. on 1,32 0,49 
32 35. II. 2 1,35 0.32 
33 4. IV. P 0.32 0.13 


ll. Der Umsatz an Zuckerstojjen. 


l. Der Ruheumsatz unter verschiedenen Bedingungen. 


Bei lingerer Aufbewahrung des CNS in O-gesattigter 0,7 proz. 
NaCl-Lésung verschwindet ein betrichtlicher Teil der Zuckerstoffe, 
wie die folgenden Versuche zeigen, bei denen in je einer Hialfte des 
langsgeteilten CNS der Gesamtgehalt der Alkoholfaillung an Zucker- 


——————————— 
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stoffen zu Beginn und in der anderen Halfte nach 22- bis 24stiindigem 
Verweilen unter den genannten Bedingungen bei Zimmertemperatur 
untersucht wurde: 





Anfangsgehalt Endgehalt 
Proz Proz. 
l 0,82 031 
2 0.56 0.26 
3 O75 0.30 


Der an sich geringe Gehalt bei den Sommerfréschen kann auf 
diese Weise véllig zum Verschwinden gebracht werden. Dagegen 
war merkwirdigerweise in drei Versuchen, in denen das (ungeteilte) 
isolierte CNS nicht in Lésung, sondern in einer O-Atmosphiire auf- 
bewahrt wurde. der Glykogengehalt am Ende der 24stiindigen Ver- 
suchsperiode genau so grob, wie er zu jener Jahreszeit an den frisch 
untersuchten Praparaten zu sein pflegte. 

Der bei Aufbewahrung in einer O-haltigen Lésung zu beobachtende 
Umsatz erfolgt anscheinend in der Hauptsache bereits in den ersten 
S Stunden, wie die in Tabelle II zusammengestellten Versuche zeigen, 
in denen die beiden Langshalften des CNS teils nach gleich langem, 
teils nach verschieden langem Verweilen in O-NaCl-Lésung untersucht 
wurden. Die Versuche 4 und 5 zeigen zwischen dem Gehalt nach 
7, bzw. 81. Stunden einerseits und 24 Stunden andererseits keine 
gréBeren Differenzen als die Versuche | bis 3: erst in dem Versuch 
von bloB 6stiindiger Dauer sind solche vorhanden. 


Tabelle 11. 





Endgehalt der Alkoholtallung Endgehalt der Alkoholtallung 
Nr an Zuckerstoffen nach Nr an Zuckerstoffen nach 

Stunden Proz Stunden Proz. 
] > 0.65 4 he 2 040 
5 0,68 24 0.39 
2 20 0,30 5 7, 0,28 
20 0,35 24 0.27 
3 24 041 6 6 O31 
24 0.39 24 0,23 





Im Gegensatz zu dem, was nach dem anoxybiotischen Glykogen- 


schwund in anderen Organen zu erwarten war, zeigte sich der Umsatz 
an Zuckerstoffen bedeutend herabgesetzt, wenn an Stelle von Nauerstoff 
Stickstoff oder Wasserstoff durch die Lésung geleitet wurde. Dies 
zeigen die folgenden Versuche, in denen je eine Halfte des CNS in 
O-gesittigter, die andere ebensolange in O-freier Lésung gehalten 
wurde. In Versuch | und 2 wurde Stickstoff durchgeleitet und der 
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Gesamtzuckergehalt der Alkoholfaillung untersucht, in Versuch 3 mit 
Wasserstoffdurchleitung ist der Glykogengehalt bestimmt : 





Endgehalt in Proz. bei 


Nr 
O-Zutuhr O.Mangel 
l 0.30 OAl 
2 0,35 053 
3 0 0.20 


Um zu sehen, ob auch das in situ belassene Organ das gleiche 
befremdliche Verhalten zeige, wurden zwei Versuche in der Weise 
angestellt, daB ein Frosch durch Abbinden des Herzens in Athernarkose 
und ein anderer einfach durch Aufenthalt in einer N-Atmosphare 
erstickt wurde. Das nach 141. bzw. 8 Stunden herauspraparierte CNS 
ergal in beiden Fallen ein vdélliges Fehlen des Glykogens, wahrend 
zwei Kontrollpriparate des isolierten CNS, die ebensolange in einer 
N-Atmosphire bzw. in O-freier Lésung gehalten waren, noch einen 
Glykogengehalt von 0,14 bzw. 0,06 Proz. anfwiesen. An dem raschen 
postmortalen Glykogenschwund im Gesamtorganismus scheinen also 
noch andere Faktoren (Adrenalin?) beteiligt zu sein, die im isolierten 
Organ fehlen. 

Viel starker noch als durch O-Mangel wird der Umsatz der Zucker- 
stoffe durch Narkose mit 1 Proz. Urethan herabgedriickt. Von zwei 
CNS-Halften, von denen die eine 23 Stunden in gewéhnlicher NaCl- 
Lésung, die andere ebensolange in einer solchen mit Zusatz des ge- 
nannten Narkotikums gehalten wurde, zeigte die erste einen End- 
gehalt von 0.49, die zweite dagegen einen sclchen von 0,84 Proz. In 
einem weiteren Versuch wurden beide CNS-Halften zuerst 24 Stunden 
in Urethan-NaCl-Lésung gehalten. Die eine Halfte ergab dann einen 
Gehalt von 0,73 Proz., die andere wurde durch weitere 24 Stunden in 
narkoticumfreier NaCl-Lésung aufbewahrt.. [hr Endgehalt betrug 
jetzt 0.30 Proz. Wahrend also sonst, wie wir oben gesehen haben, der 
Umsatz der Zuckerstoffe in den ersten 8 Stunden ziemlich beendet 
ist. wurde hier der offenbar durch die Narkose vor der Zersetzung 
geschiitzte Vorrat nachtraglich zum groBen Teile verbraucht. Ganz 
analoge Verhaltnisse konnten wir kiirzlich auch fiir den Umsatz des 
NH.,-bildenden Materials im CNS feststellen'). 

Dagegen ergab iiberraschenderweise der Zusatz von 0.5 Proz. 
Traubenzucker keine Verminderung des Umsatzes an Zuckerstoffen, 
wie sie auf Grund der Verwertung dieses Zuckers*) und der sparenden 


1) H. Winterstein und E. Hirschberg, diese Zeitschr. 156, 138, 1925. 
Dieselben, Zeitschr. f. physiol. Chem. 100, 185, 1917; 101, 248, 1918. 
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Wirkung, «lie er auf den Stickstoff-, Fett-, und Phosphorumsatz aus- 
iibt'), zu erwarten gewesen ware. Wir werden auf diese Erscheinung 
noch genauer zuriickkommen. Beispiele geben die Versuche 2 und 3 
der folgenden Tabelle II], in denen der Endgehalt an Zuckerstoffen 
bei den in glucosehaltiger Lésung aufbewahrten Halften des langs- 
geteilten CNS sogar geringer, der Umsatz also gréBer war als bei den 
in der zuckerfreien Lésung gehaltenen. Versuch | gibt zur Kontrolle 
den Vergleich zweier CNS-Halften, die beide unter gleichen Bedingungen, 
nimlich in zuckerfreier Lésung gehalten waren. Versuchsdauer in 
1 20, in 2 und 3 je 24 Stunden. 


Tabellk Ill. 





Endgehalt in Proz. an 


Nr. Versuchsbedingungen 
Glykogen Cerebrosidzucker 

I NaC l- Lésung 0,80 0,13 
in “ 0.86 0,10 
2 " + Ghucose 0,69 0.11 
a ohne Glucose 0,77 0.21 
3 - ‘i + Glucose 0,60 0.15 
ohne Glhacose 0.72 021 


Anhang. Versuche an peripheren Nerven. 

Eine Reihe von Versuchen wurde in der gleichen Weise wie am 
CNS am peripheren Froschnerven (Nn. ischiadici) angestellt. Der 
Gesamtgehalt der Alkoholfillung an Zuckerstoffen betrug in fiinf 
Versuchen im Mittel 0,5 Proz. der frischen Substanz (0.40 bis 0.58 Proz. ; 
ein Versuch mit dem ausnahmsweise niedrigen Wert von 0.28 Proz. 
ist nicht beriicksichtigt). Fiinf Versuche, in denen die Nerven 24 (einmal 
23) Stunden in mit Sauerstoff gesittigter Na Cl-Lésung belassen wurden, 
ergaben einen Endgehalt von im Mittel 0,22 Proz. (0,15 bis 0,27 Proz.). 
Auch hier wurde der Umsatz durch Zusatz von 1 Proz. Urethan unter- 
driickt. Im Gegensatz zu den eben angefiihrten Versuchen am CNS 
aber bewirkte Zusatz von Zucker zur Versuchslésung eine deutliche 
Verminderung des Umsatzes. In zwei Versuchen mit 0,5 Proz. Glucose- 
NaCl-Lésung betrug der Endgehalt nach 23 bzw. 24 Stunden 0,36 bzw. 
0,40 Proz., und in zwei weiteren Versuchen mit 0,5 Proz. Galaktose 
sogar 0,51 Proz., also ebensoviel wie sonst der Gehalt der frisch unter- 
suchten Nerven. 

2. Der Reizstoffwechsel. 

Noch iiberraschender als das Fehlen eines Einflusses der Zucker- 

zufuhr auf den Ruheumsatz der Zuckerstoffe im CNS waren die Er- 


1) E. Hirschberg und H. Winterstein, diese Zeitschr. 105, 1, 191%: 108, 
9, 1919; E. Hecker und H. Winterstein, ebendaselbst 129, 205, 1923. 
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gebnisse der Versuche, die tiber die Wirkung elektrischer Reizung auf 
den Umsatz derselben angestellt wurden. Unsere friiheren Versuche 
(a.a. QO.) hatten ergeben, dab elektrische Reizung eine gewaltige 
Steigerung des Zuckerumsatzes in der umgebenden Lésung herbeifiihrt, 
so dal der Reizstoffwechsel bis auf das 2!.fache des Ruhestoffwechsels 


= Ow 


ansteigen kann. Dies sowohl wie die sonstigen Erfahrungen iiber den 
Einflub der Tatigkeit auf den Glykogengehalt der Muskeln und des 
Gesamtorganismus lieben geradezu mit Sicherheit eine starke Abnahme 
des Gehalts an Zuckerstoffen in den gereizten Praparaten erwarten. 
Aber gerade das Gegenteil wurde beobachtet: Der Glykogengehalt der 
elektrisch gereizten Prdparate war ausnahmslos groper als der der un- 
gereizten. 

So betrug z. B. bei zwei unter den gleichen Bedingungen gehaltenen 
ungeteilten CNS-Praparaten der Endgehalt an Zuckerstoffen bei dem 
gereizten 0,64 Proz., bei dem ungereizten 0,52 Proz., in einem anderen 
an zwei Riickenmarken (ohne Gehirn) angestellten Versuche 0,93 
gegen 0.80 Proz. Die Reizung erfolgte hier wie auch in den friiheren 
Versuchen stets durch rhythmische Reihen von Induktionsschligen, 
die durch eine elektrische Kontaktuhr ausgelést wurden. Um nach- 
zupriifen, ob sich diese Priparate vielleicht tiberhaupt hinsichtlich 
des Zuckerumsatzes anders verhielten als die vor Jahren untersuchten, 
wurden zwei Versuche in der Weise angestellt, daB von zwei baw. vier 
Fréschen je ein bzw. zwei ungeteilte CNS-Praparate in 0,5 Proz. Trauben- 
zucker enthaltender physiologischer NaCl-Lésung gereizt, die anderen 
ein bzw. zwei Priparate unter den gleichen Bedingungen in Ruhe 
belassen wurden. Am Ende der je 8stiindigen Versuchsperiode wurde 
sowohl der Gehalt der Praparate an Zuckerstoffen (Glykogen — Cere- 
brosidzucker zusammen) wie der Zuckerverlust der umgebenden Lésung 
untersucht. Die Resultate gibt die folgende Tabelle LV. Beide Versuche 
zeigen iibereinstimmend, daB der Gehalt an Zuckerstoffen in den 
gereizten Priiparaten wieder gréfer ist als in den ungereizten, obwohl 
der Zuckerverbrauch in der umgebenden Lésung, ganz entsprechend 
unseren friiheren Versuchsergebnissen, durch Reizung auf das 2- bis 





3fache gesteigert war. 


Tabelle IV. 





Zuckerverbrauch in 


Versuchss Endgehalt an Zucker: 
Ne bedingungen stoffen in Proz. ul NS 
l Ruhe 0.24 0,28 
Reizung 0.40 0.88 
2 Ruhe 0,30 091 


Reizung 042 2,25 
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Am sichersten ergibt sich die cigenartige Wirkung der Reizung 
wieder aus Versuchen, in denen an ein und demselben Priparat in je 
einer Langshalfte der Umsatz an Zuckerstoffen in der Ruhe und bei 
Reizung miteinander verglichen wurde. Drei solche Versuche gibt 
die folgende Tabelle V. Nr.1 ist in NaCl-Lésung mit Zusatz von 0,5 Proz. 
Glucose, die beiden anderen sind in gewéhnlicher NaCl-Lésung an- 
gestellt. Temperatur in Nr. | 16 bis 16,5°, in 2 und 3 = 19 bis 205°. 


Tabelle V. 





Endgehalt in Proz 


— ‘ Versuchs- Versuchs- 

Nr Datum Geschlecht dune ta Sek bedingungen re neil 
ee zucker 
l 31. X11. ) 8 Reizung 071 O15 
Ruhe 0.54 0.18 
2 4.11. Q 8 Reizung O87 0,22 
Ruhe 0.775 0,30 
3 6.11. Y 6 Reizung 1,09 0.33 
Ruhe 0.89 0.26 


Durchweg ist der Glykogengehalt der gereizten Praparate gréber : 
der Gehalt an Cerebrosidzucker laBt keinen deutlichen Unterschied 
erkennen. 

Zur Gewinnung absoluter Werte des Umsatzes wurden vier Versuche 
in der Weise angestellt, daB je eine Langshalfte des CNS gleich unter- 
sucht, die andere nach Sstiindigem Aufenthalt in O-durchstriémter 
physiologischer NaCl-Lésung. In zwei Versuchen wurden der Ruhe- 
umsatz, in zwei der Reizstoffweches| bestimmt. Temperatur = 18.5 
bis 19°. Datum 5. bis 9. November. Alle vier Frésche Mannchen 
Die Resultate gibt die folgende Tabelle VI. 


Tabelle V1. 





Endgehalt in Proz. Verbrauch pro g u. Std. in mg 
Nr Versuchsbedingungen F Cerebrosids Cerebrosid- 
Glykogen zucker Glykogen zucker 
l Gleich untersucht 1,21 0,27 
8 Stunden Ruhe O81 0.14 0.50 0,16 
2 Gleich untersucht 1,16 0.32 
8 Stunden Ruhe 0.78 0.23 0.48 O11 
3 Gleich untersucht 1,12 0,35 
8 Std. Reizung 0.81 0,08 0.39 0.34 
4 Gleich untersucht 117 0,29 
8 Std. Reizung 0,89 0,08 0,35 0.26 


Soweit ein Vergleich zwischen verschiedenen Praparaten zulassig 
ist. zeigen auch diese Versuche wieder eine Verringerung des Glykogen- 
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uy schwunds bet Reizung. wahrend der Verbrauch an Cerebrosidzucker 
e eine Steigerung erfahren zu haben scheint. 

‘1 Zur Untersuchung des Einflusses einer Zuckerzufuhr auf die Grobe 
t des Verbrauchs an Zuckerstoffen bei Reizung wurde in zwei Versuchen 


der Endgehalt an diesen nach Sstiindiger Reizung in Lésungen mit 
, und ohne Zusatz von 0.5 Proz. Glucose an je zwei Langshalften des- 
selben CNS miteinander verglichen. Die Resultate zeigen die Ver- 
suche 4 und 5 der folgenden Tabelle VII. Nr. 1 bis 3 sind Kontroll- 
” versuche zur Feststellung, inwieweit der Verbrauch an Zuckerstoffen 
bei Reizung in beiden Halften gleichmaBig vor sich geht. Datum der 
Versuche 19. bis 23. Dezember, Temperatur 16,5 bis 20° 


Tabelle Vil. 





Endgehalt in Proz 


Nr. . Versuchslosung 
Glykogen Cerebrosid- 
zucker 
l 0,74 0,19 0,7 Proz. NaC|-Lésung 
0.77 0,22 ay. « » 2 
2 0,80 0.28 O7 
0.86 0.35 0.7 = 
3 0.90 0.24 as lf e < + 0.5 Proz. Glucose 
081 0,24 a ~ ~ + 05 
4 0,96 017 OF « ‘i . +05 . e 
0.380 031 ss le a a ohne 
5 0381 O15 a7 . * se + 05 
0.70 0.24 oF s . ohne 


Die Versuche zeigen eine leichte Ersparnis an Glykogen, der merk- 
wiirdigerweise ein etwas erhéhter Verbrauch an Cerebrosidzucker 
gegeniibersteht. 

Dali der Umsatz an Glykogen im erregten CNS tatsachlich kleiner 
sein sollte als im ruhenden, muB nach allen unseren Erfahrungen offen- 
bar als héchst unwahrscheinlich bezeichnet werden; wenn trotzdem 
der Glykogengehalt des ersteren ein gréBerer ist, so liegt es nahe, diese 
Erscheinung so zu erklaren, daB im CNS ebenso wie wir dies vom 
Muskel wissen, Abbau und Aufbau des Glykogens einander gegeniiber- 
stehen. und daB die Reizung auf irgendwelche Weise eine Férderung 
des Aufbaues bewirkt. Wenn andererseits die Zufuhr eines im Stoff- 
wechsel nachweislich gut verwerteten Zuckers fiir diesen Aufbau, 
zum mindesten im ruhenden Organ ohne gréBeren EinfluB bleibt, so 
liegt wieder der Gedanke nahe, das Fehlen eines fiir die Glykogen- 
synthese wesentlichen Faktors dafiir verantwortlich zu machen. Von 
diesen Gesichtspunkten aus gingen wir dazu tiber, den Einflub des 
Insulins auf den Umsatz der Zuckerstoffe im CNS zu untersuchen. 
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» 


3. Insulinversuche., 


Wir verwendeten zwei Praparate: das diinische Insulin ,,Leo™, 
das in Pastillen in den Handel gebracht wird, und das in Lésung befind- 
liche deutsche Praparat Insulin ,,Tetewop’. Als wir bei Verwendung 
der beiden Praparate zuerst einander gerade entgegengesetzte Resultate 
erhielten, ergab sich, daB das Insulin ,,Leo‘ versehentlich in einer 
10mal héberen Konzentration angewandt worden war. Dies war die 
Veranlassung, in einigen Versuchen den Einflu®8 der Konzentration 
des zugesetzten Insulins auf den Zuckerstoffgehalt des CNS zu unter- 
suchen. In der folgenden Tabelle VIII sind diese Konzentrations- 
versuche und zwei mit zu hohen Konzentrationen des Insulins Leo 
angestellte Experimente wiedergegeben; in den letzteren (Nr. 1 und 2) 
wurde die eine CNS-Halfte in gewéhnlicher NaCl-Lésung, die andere 
in solcher mit Insulinzusatz gehalten, in Versuch 3 und 4 war jede 
Halfte einer anderen Konzentration des betreffenden Insulinpraparats 
ausgesetzt. Die angegebene Insulinmenge bedeutet die Anzahl klinischer 
Einheiten, die zu den 5cem der Versuchslésung, in denen sich das 
CNS stets befand, zugesetzt waren. Alle vier Versuche sind Ruhe- 
versuche. 

Tabelle VIII. 





Endgehalt in Proz. 


Ge Versuchs- 

Nr. Datum schlecht %¥¢ Losung Citenen| * otha 

Std ——— zucker 

L || 32. XU. 2 24 NaCl 0,67 0.21 

+ 2? E. Ins. Leo 0 O13 

2 2. I. Oo” 24 n 0.72 0,27 

. +2 E. Ins. Leo O11 O16 

3 ii 37. T1. a 16 . + 0,2 E. Ins. Leo 1,25 0,46 

+ 0,1 E. Ins. Leo 1.78 0.60 

4 2. III. a 8 . +2 E. Ins. Tetewop 0,21 0.21 

+ 0,.2E.Ins.Tetewop 0,84 0,37 


Wie diese Versuche zeigen, bewirken zu hohe Konzentrationen 
Insulin (zwei Einheiten auf 5ccm) ein weitgehendes Schwinden des 
Glykogens und auch eine Abnahme des Cerebrosidzuckers, wahrend 
geringe Konzentrationen (0,1 bis 0,2 Einheiten) wie jetzt noch genauer 
untersucht werden soll, gerade die entgegengesetzte Wirkung aus- 
iiben. Alle folgenden Versuche sind mit 0,2 Einheiten Insulin Tetewop 
angestellt. 


In der folgenden Tabelle LX sind alle Versuche wiedergegeben, in 
denen der Endgehalt an Zuckerstoffen mit und ohne Insulinwirkung 
untersucht wurde, und zwar in Versuch | bis 8 an je zwei Halften 
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desselben CNS, in Versuch 9 bis Il an je zwei ungeteilten CNS-Pra- 
paraten, die zur Erleichterung des Eindringens der Zuckerlésung von 
ihrer GefaBhaut befreit waren. Alle Versuche sind an Froschmannchen 
bei Zimmertemperatur (16 bis 21°) angestellt, die innerhalb eines Ver- 
aU 


suchs um héchstens variierte. 


Tabelle 1X. 





Endgehalt in Proz 
Dauer Versuchs« 


Ne. Datum bedingung Versuchsiceung Glvkogen | Cetebrosid: 
iykogen : 
Std zucker 
l 5. I. 24 Ruhe NaC l-Lésung 0.78 0.28 
+ Insulin 1,28 0.29 
2 9. 11. 8 NaC!-Lésung 0.88 0.26 
+ Insulin 1,32 O34 
3 10. Il. Ss = Nat ‘| “+t O5 Ghucose 081 0.26 
+ Insulin 1,43 O49 
4 1111. 6 - NaCl + 0,5 Glucose 0.89 0.22 
+ Insulin 1,36 0.49 
5 12. I. S Reizung NaCl-Lésung 1,33 0.32 
+ Insulin 1.50 0.57 
6 13.11. 8 " NaCl-Lésung 0.84 0,30 
+ Insulin 1,43 0.45 
7 16. I. s - NaCl + 0,5 Glucose 0.96 O31 
+ Insulin 1.84 0.60 
Ss 17. 11. 8 os NaCl + 0.5 Glucose Lol 0.28 
+ Insulin 1.89 0.67 
9 20. 111. 8 FE NaC] + 0.5 Glucose 0.40 O11 
+ Insulin 0.73 0.37 
10 Bis 8 , NaCl + 0,5 Glucose 0.28 0.10 
+ Insulin 0.66 0.30 
11 6.1V. 8 " NaCl + 0,5 Glucose 0.32 0.08 
+ Insulin 0.68 0.30 


Ein Blick auf die Tabelle LX lehrt, daB die Anwesenheit von Insulin 
iiberall eine Steigerung sowohl des Gehalts an Glykogen wie an Cere- 
brosidzucker bewirkt, die schon an dem inygewéhnlicher NaCl-Lésung 
ruhenden CNS deutlich wahrnehmbar ist, sowohl durch Reizung wie 
durch Zufuhr von Traubenzucker noch eine Erhéhung erfahren kann, 
und bei gleichzeitiger Einwirkung beider Faktoren den am Ende der 
Versuchsperiode feststellbaren Zuckerstoffgehalt auf eine Hohe treibt, 
wie sie an frisch untersuchten Praparaten niemals zur Beobachtung 
kommt. Dieses Verhalten wird vielleicht noch klarer veranschaulicht 
durch die folgende Tabelle X, in welcher die durch das Insulin unter 
verschiedenen Bedingungen erzielte Steigerung des Zuckerstoff- 


gehalts in Prozenten des ohne Insulin zu beobachtenden Gehalts 
ausgedriickt ist. 
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Tale lle La 





Steigerung d. Endgehalts b. Insulinwirkung 
in Proz. des Endgehalts ohne Insulin 


Nr Versuchsbedingungen 
Glykogen Cerebrosidzucker 

l Ruhe ohne Zucker td — 
2 . - Oo 31 
3 mit 76 88 
4 _ = = 53 123 
5 Reizung ohne Zucker 13 77 
6 me " - 7 50 
7 mit " 92 94 
8 es ‘ . 87 139 
9 i " : 83 237 
10 - - ” 135 200 
1] = “ a. 113 275 


Wahrend also die Zuckerzufuhr sonst keine oder nur eine geringe 
Steigerung des Glykogen- und Cerebrosidgehalts zu bewirken vermag, 
ist dies unter Insulineinwirkung in hohem Mabe der Fall. Andererseits 
bewirkt auch unter diesen Bedingungen die Reizung noch eine weitere 
Steigerung, und zwar sowohl bei Zuckerzufuhr wie ohne diese. Dies 
zeigen deutlich die beiden folgenden Versuche, in denen der Zuckerstoff- 
gehalt zweier CNS-Halften unter Insulineinwirkung in Ruhe und 
Reizung miteinander verglichen wurde, und zwar im ersten Versuch 
ohne und im zweiten mit Zusatz von 0,5 Proz. Glucose zur Insulin- 
NaCl-Lésung. Der prozentige Endgehalt betrug: 





Nr. Glykogen Cerebrosid- 


zucker 

1 In der Ruhe 1,22 0.39 
Bei Reizung 1,42 0.50 

2 In der Ruhe 1,33 0.37 
Bei Reizung 1,70 0.60 


Um zu sehen, ob vielleicht eine Ruhepause nach vorangegangener 
Reizung die Glykogenbildung zu steigern vermége, wurden zwei Ver- 
suche in der Weise angestellt, dal} von den in zuckerhaltigen Lésungen 
gehaltenen CNS-Halften die eine durch 8 Stunden, die andere nur durch 
4 Stunden gereizt und dann durch 4 Stunden in Ruhe belassen wurde. 
Aber sowohl ohne wie bei Insulinwirkung war der Glykogengehalt des 
langer gereizten Praparats der gréBere, und auch ein lingeres Auf- 


bewahren nach Ablauf der Sstiindigen Reizperiode bewirkte in einem 
weiteren Versuch nur ein Absinken des Glykogengehalts. Die Ver- 
suche sind in der folgenden Tabelle XI wiedergegeben. 

Schon die in Tabelle IX angefiihrten Versuche 5 bis 8 hatten 
unzweifelhaft ergeben, daB es sich bei der unter Traubenzucker-Insulin- 
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Tabelle XI. 


BHD 





Endgehalt in Proz 


Nr. Versuchslosung Versuchsbedingungen ‘i Tene 
Glykogen - 
zucker 
1 NaCl-Glucose 4h Reizung + 45 Ruhe 0,90 22 
8h Reizung 1,04 0.19 
2 desg!. + Insulin 4b Reizung + 4h Ruhe 138 O45 
8b Reizung 1.70 0.65 
3 + 8h Reizung 1,68 0.52 
8h Reizung + 16h Ruhe O84 0.50 


wirkung zu beobachtenden Steigerung des Endgehalts an Glykogen 


und Cerebrosidzucker nicht etwa einfach um eine Schon 
handenen Vorrate, sondern um einen Aufbau handeln 


ung der vor- 


miisse Um 


dies noch besser sicherzustellen, wurde in drei Versuchen der Zuckerstoff- 


gehalt der einen CNS-Halfte gleich nach der 
anderen nach Insulineinwirkung untersucht. 


Praiparation, der der 
Die Versuche sind Ende 


Februar angestellt, die beiden ersten an Mannchen, der dritte an einem 


Weibchen. Die Resultate gibt Tabelle XII 





Tabelle X11. 
Proz 
Nr Versuchslosung Versuchsbedingungen Glykogen 
Antang Ende 
1 NaCl + Insulin 8h Reizung 133 | 147 
2 ar % + Glucose 11h Reiz. + 9h Ruhe 1,32 | 1,84 
3 - . 8h Reizung 135 1,64 


Daraus ergibt sich eine absolute Zunahme an: 


Gehalt an 


Cerebr.«Zucker 


Antang Ende 
0438 O50 
049 O80 
0.32 0.62 





Glykogen 


Nr ,Proz. der fr.schen Proz. Proz. der trischen 
Substanz des Antangsgehalts Substanz de 

! O14 15 0.07 

2 0.52 39 031 

3 0,29 22 0.30 


Cerebrosidzucker 


Proz 
s Anfangsgehalts 


16 
63 
4 


Auf Grund der Ergebnisse der Insulinversuche kénnen wir nun- 


mehr das folgende Bild von dem Zuckerstoffwechsel in den Nerven- 


zentren entwerfen, durch das die zunachst befremdliche 


n Resultate 


der in den friiheren Abschnitten mitgeteilten Versuche einer befriedi- 


genden Erklarung zugianglich erscheinen. Offenbar laufe 


nh sowohl im 


Ruhe- wie im Reizstoffwechsel Abbau- und Aufbauvorgange neben- 


einander einher. 


Bei dem in gewéhnlicher NaCl-Lésung gehaltenen 
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Organ tberwiegen die ersteren, so dab eine Abnahme der urspriinglich 
vorhandenen Vorrite eintritt, und zwar sowohl in der Ruhe wie bei 
teizung. Aber die durch die Reizung ausgelésten chemischen Prozesse 
wirken in so hohem Mabe férdernd auf den Aufbau, daB trotz der, 
wie wir wohl annehmen diirfen, gleichfalls gesteigerten Glykogen- 
zersetzung, die Abnahme desselben nicht so stark ist wie in der Ruhe. 
Zugefiihrten Zucker vermag das isolierte CNS in der Ruhe nicht, bei 
Reizung nur in sehr beschranktem Mabe dem Aufbau nutzbar zu machen, 
weil das dazu nétige Insulin nicht in geniigender Menge vorhanden 
ist. Wird dieses hinzugefiigt, so findet schon im Ruhestoffwechsel 
und auch ohne Zuckerzufuhr eine bedeutende Steigerung des Aufbaues 
statt, nicht blob des Glykogens, sondern auch der Cerebroside. Wird 
dieser Aufbau noch durch Zuckerzufuhr und durch Reizung unterstiitzt, 
so kann er in solehem Umfange vor sich gehen, dal} der Endgehalt an 
Zuckerstoffen den ohne Insulinwirkung zu beobachtenden unter sonst 
gleichen Bedingungen beim Glykogen um etwa 100 Proz., bei den 
Cerebrosiden sogar um 200 Proz. iibertrifft und auch weit tiber den 
am frisch untersuchten Praparat feststellbaren Anfangsgehalt hinaus- 
geht. 

Der gesteigerte Ansatz von Zuckervorraten unter Insulinein- 
wirkung scheint nicht mit einer Erhéhung, sondern mit einer Ver- 
minderung des Zuckerverbrauchs in der umgebenden Lésung einher- 
zugehen. In Versuch 10 der Tabelle LX (S. 363) betrug dieser wahrend 
der Sstiindigen Versuchsperiode bei den mit Insulin gehaltenen CNS- 
Praparaten 2,53 mg pro 1 g, bei den ohne Insulin gehaltenen 2,91 mg, 
in Versuch 11 2.36 bzw. 2,67 mg. 

Eine Zunahme des Glykogengehalts im Gehirn unter der Ein- 
wirkung von Insulin ist bereits von Asher und Takahashi (a. a. O.) 
bei ihren am Gesamtorganismus angestellten Versuchen an Ratten beob- 
achtet worden. Beim Kaninchen fanden sie zunachst eine gewaltige 
Abnahme der Kohlenhydrate des Gehirns, aber offenbar infolge der 
zu hohen krampferzeugenden Dosen, ganz entsprechend unseren mit 
zu hohen Insulinkonzentrationen angestellten Versuchen (vgl. 8.362). 
DaB diese Abnahme durch die Krampfe bedingt war, erschlossen sie 
aus weiteren Versuchen, die ergaben, daB bei Ausbleiben der Krimpfe 
das Insulin eine Zunahme bewirkte, die allerdings nicht so gro} war 
wie bei den Ratten, und daB andererseits Krampfgifte, wie das Pikro- 
toxin, beim Kaninchen eine bedeutende Verringerung des Kohlen- 
hydratgehalts des Gehirns erzeugte. Die gleiche Wirkung wurde auch 
an Ratten bei leichter Strychninvergiftung (in Kombination mit anderen 
eine Zuckerverarmung bewirkenden Faktoren) beobachtet. 

Zur Nachpriifung dieses Verhaltens beim isolierten CNS des Frosches 
wurden noch einige Versuche mit Strychninvergiftung angestellt. 
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4. Strvehninversuche, 

Die Resultate mégen am besten an der Hand der folgenden 
Tabelle XIII besprochen werden. Die Versuche sind in der zweiten 
Marzhalfte simtlich an Mannchen angestellt. Die Versuchsdauer 
hetrug stets 8 Stunden, Temperatur — 16 bis 19°. Der Strychnin- 
gehalt der Lésungen betrug 0.0005 Proz. (0.025 mg in 5ccm). Selbst- 
redend wurde hier wie in allen anderen Versuchen standig Sauerstoff 
durch die Lésung geleitet. In jedem Versuch ist der Zuckerstoffgehalt 
der beiden Liangshalften des gleichen CNS-Praparats verglichen. 


Tabelle XI11. 





. Endgehalt in Proz. 
Versuchs- ¥ 


Nr. Versuchslosung bedin- 


Cerebr. 
gungen Glykogen ee 
l NaC l-Lésung Ruhe O37 0,22 
NaCl + Stryehnin = 0 0 
2 7 ss p 0 0 
. + - Reizung O14 0.08 
3 NaCl + Strychnin + Glucose Ruhe 0,14 0.27 
. + . + e Reizung 0,22 0.07 
t NaCl + Stryehnin + Glucose Ruhe 0,12 O15 
. wT S + - + Insulin - 0 O19 
a) » t+ = - . ohne , = 0.24 0.11 
+ - t x + * Reizung 0.40 0,28 


Die Versuche sind wohl nicht zahlreich genug, um ein ab- 
schlieBendes Urteil zu erméglichen, und ihre Fortsetzung wurde durch 
den um diese Jahreszeit bereits zu niedrigen Zuckerstoffgehalt des 
CNS verhindert. Als auffilligstes, in allen Versuchen iibereinstimmendes 
Ergebnis aber mu verzeichnet werden, dai durch das Strychnin der 
Gehalt an Glykogen sowie an Cerebrosidzucker am ruhenden Praparat 
bedeutend vermindert, in Versuch | und 2 sogar véllig zum Verschwinden 
gebracht wurde, und daB die elektrische Reizung auch hier eine 
Steigerung des Glykogengehalts bewirkte. Dieses Ergebnis wirkt aus 
dem Grunde so befremdlich, weil nur die folgende Alternative zu 
bestehen scheint: Entweder das vergiftete CNS befand sich wirklich 
in Ruhe: dann ist nicht einzusehen. warum eine Anderung seines 
Gehalts an Zuckerstoffen gegeniiber dem unvergifteten eintrat. In 
der Tat hat der eine von uns!) keine Anderung des Gaswechsels des 
ungereizten Froschriickenmarks unter dem EinfluB der Strychnin- 
vergiftung beobachtet. Nimmt man aber wieder an, daB das mit Strychnin 
vergiftete ungereizte Riickenmark sich nicht in Ruhe befand, sondern 


1) H. Winterstein, Zentralbl. f. Physiol. 21. 869, 1908. 
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etwa durch die Erschiitterung infolge des durchperlenden Sauerstoffs 
in Erregung versetzt wurde, dann ware nach den friiheren Erfahrungen 
wieder nicht verstindlich, warum diese Erregung eine Abnahme und 
nicht wie sonst eine Steigerung des Glykogengehalts bewirkte, und erst 
recht nicht, warum diese durch elektrische Reizung trotzdem herbei- 
gefiihrt wurde. Es bleibt fiirs erste wohl nur die Hypothese iibrig, da 
der durch das Strychnin erzeugte ,,Zustand gesteigerter Erregbar- 
keit’’ mit einem vermehrten Abbau der Zuckerstoffe einhergeht, dal 
dagegen die Férderung des Aufbaues erst den durch die Reizung aus- 


gelésten ,,Erregungsvorgingen*‘ zukommt. 


Zusammenfassung. 


Der Gehalt des CNS des Frosches an Glykogen und an Cerebrosid- 
zucker ist in hohem Mabe abhangig von der Jahreszeit. Er erreicht 
sein Maximum in den Wintermonaten (November bis Februar) mit 
| bis 1.4 Proz. der frischen Substanz Glykogen und 0,2 bis 0,4 Proz. 
Cerebrosidzucker. Im Friihjahr und Sommer sinkt er immer mehr ab, 
bis zu einem Minimum von 0,1 bis 0,2 Proz. Glykogen im Juli und 
August. Cerebrosidzucker war mit den von uns angewandten Methoden 
bei den Weibchen schon im Mai, bei den Mannchen im August tiberhaupt 
nicht nachweisbar. 

Das in O-gesittigter physiologischer NaCl-Lésung aufbewahrte 
ungereizte CNS erfahrt eine starke Abnahme des Gehalts an Zuckerstoffen, 
die 50 Proz. und mehr betragen kann und in der Hauptsache in den 
ersten 8 Stunden des Uberlebens stattfindet. O-Manyel (des isolierten, 
nicht aber des in situ belassenen Organs) und in noch héherem Mabe 
Narkose mit 1 Proz. Urethan vermindern diese Abnahme. Zuckerzufuhr 
vermag sie nicht herabzusetzen. 

Einige am peripheren Nerven angestellte Versuche ergaben auch 
hier eine Abnahme des Gehalts an Zuckerstoffen; sie wurde durch 
Narkose unterdriickt, durch Zuckerzufuhr vermindert. 

Elektrische Reizung des CNS bewirkt ausnahmslos eine deutliche 
Verminderung des Glykogenschwunds, bei Zuckerzufuhr in noch etwas 
verstirktem MaBe. 

Insulin in zu hoher Konzentration (2 klinische Einheiten auf 
5eem Versuchslésung) setzt den Gehalt des CNS an Zuckerstoffen 
stark herab. In geringerer Konzentration dagegen (0,1 bis 0,2 Ein- 
heiten auf 5cem) bewirkt es an dem in physiologischer NaCl-Losung 
gehaltenen ungereizten CNS eine bedeutende Zunahme des Glykogen- 
und Cerebrosidgehalts. Diese Insulinwirkung kann durch Zufubr von 
Zucker sowie durch Reizung noch erhéht und durch gleichzeitige Ein- 
wirkung beider Faktoren so gewaltig gesteigert werden, da der End- 
gehalt an Glykogen um mehr als 100 Proz., derjenige an Cerebrosid- 
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zucker sogar um mehr als 200 Proz. héher sein kann als der unter den 
gleichen Bedingungen ohne Insulin aufbewahrten Praparate, und dal 
er auch den Anfangsgehalt des frisch untersuchten CNS bedeutend 
iibersteigt. 

Die Erklarung aller dieser Erscheinungen wird darin gesucht, dal} 
Abbau und Aufbau der Zuckerstoffe im CNS nebeneinander einher- 
gehen. Bei dem in gewéhnlicher NaCl-Lésung gehaltenen Organ iiber- 
wiegen die ersteren und bewirken eine Abnahme der vorhandenen 
Vorrate, sowohl in der Ruhe wie bei Reizung. Doch wirken die durch 
die Reizung ausgelésten Vorgiinge in so hohem Mabe férdernd auf den 
Aufbau, da®B die Abnahme eine geringere ist als in der Ruhe.  Zu- 
gefiihrter Zucker kann dem Aufbau erst dann in gréberem Umfange 
zuginglich gemacht werden, wenn das dazu nétige Insulin zur Ver- 
fiigung steht: unter diesen Bedingungen kann dann der Aufbau den 
Abbau bei weitem iibertreffen. 

Einige mit Strychninvergiftung angestellte Versuche fiihrten zu 
nicht leicht deutbaren Resultaten, die dafiir zu sprechen scheinen, 
da®B der ,,Zustand der gesteigerten Erregbarkeit*’ mit einem vermehrten 
Abbau einhergeht, wahrend die aufbauférdernde Wirkung erst den 
durch die Reizung ausgelésten ,,Erregungsvorgingen® zukommt. 


25* 














Untersuchungen 
iiber elektrische Erscheinungen und die lonendurchlassigkeit 
von Membranen. 


[Il. Mitteilung: 


Potentiale an Pergamentmembranen. 


Von 
Akiji Fujita. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universitat 


zu Nagoya, Japan.) 
(Eingegangen am 4. Mdrz 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der vorangegangenen Mitteilung') wurde gezeigt, dali die 
Apfelschale als eine Membran aufgefaBt werden kann, welche fiir 
Kationen permeabel und fiir Anionen impermeabel ist. Beutner, welcher 
die Potentiale der Apfelschale untersucht hat, deutet dieselben auf 
Grund der Phasengrenzpotentialtheorie, wobei er annehmen mub, 
daB die Substanz der Schale ein Lipoid darstellt, welches eine in Wasser 
unlésliche organische Saure enthalt. In der vorangegangenen Mit- 
teilung wurde gezeigt, daB diese Auffassung mit der Annahme einer 
reinen Kationenpermeabilitit vereinbar ist; sie ist nicht ein Gegensatz, 
sondern sie kann nur als eine der méglichen Erklarungen fiir diese 


Semipermeabilitat betrachtet werden. Als gesicherte Erkenntnis 
kénnen wir nur die Semipermeabilitat selbst betrachten, die wir direkt 
experimentell nachweisen konnten. Der Mechanismus der Semi- 


permeabilitat dagegen ist noch ein Problem, und der von Beutner 


1) Michaelis und Fujita, diese Zeitschr. 158, 28, 1925. 
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vorgeschlagene Mechanismus ist nur ein Versuch zur Erklarung des- 
selben. Wenn derselbe allgemeingiiltig ware, so miibte sich eine 
nichtlipoide Membran prinzipiell anders verhalten. Nun haben aber 
unter Hédber Vorschiitz, Natannsen, Matsuo und Mond') gezeigt, dab 
man mit eiweiBartigen Membranen dieselben elektromotorischen 
Effekte erhalt, und damit ist es sicher, daB zum mindesten auch ein 
zweiter Mechanismus als der Beutnersche méglich ist. Um diese Frage 
zu férdern, sollen in dieser Arbeit einige Versuche mit Pergament- 
membranen beschrieben werden. Diese sind ganz gewib keine Lipoide, 
sie sind auch keine EiweiBkérper, und trotzdem werden wir zeigen, 
da8 ahnliche elektromotorische Erscheinungen an ibnen nachgewiesen 
werden kénnen. Die elektromotorischen Effekte sind bei den Pergament- 
membranen kleiner als bei der Apfelschale, die Verschiedenheit der 
Untersuchungsmethode bringt auch sonst manche Unahnlichkeit 
der Resultate mit sich, aber das Gemeinsame ist, dai auch hier 
die Erscheinungen nur erklart werden kénnen durch die An- 
nahme, daB die Pergamentmembran fiir Kationen besser durch- 
lassig ist als fiir Anionen. Die Erscheinungen am Apfel be 
stehen hauptsichlich darin, daB der Apfel fiir alle Anionen 
praktisch fast undurchlissig zu sein scheint, wahrend bei der 
Pergamentmembran nur quantitative Unterschiede in der Durch- 
lassigkeit fiir Anionen und Kationen bestehen, die bei manchen 
Elektrolyten sehr stark, bei anderen fast gar nicht erkennbar 
sind. Jedenfalls ist ein gemeinsamer Mechanismus fiir die Wirkung 
der Apfelschale und de: Pergamentmembran damit in der Be- 
reich der Méglichkeit getreten, und das soll Veranlassung geben, 
in einer spateren Mitteilung die Theorie iiber den Mechanismus dieser 
Semipermeabilitaét zu revidieren. Zuniichst sollen die experimentellen 
Befunde dieser Untersuchung mit Pergamentpapier mitgeteilt werden. 
Als Membranen wurden Pergamenthiilsen in Form von Diffusions- 
hiilsen von Schleicher und Schiill benutzt. Dieselben wurden in folgender 
Anordnung verwendet. Die Pergamenthiilsen wurden jedesmal vor 
dem Gebrauch mindestens 10 Minuten lang in flieBendem Leitungs 
wasser gewaschen, dann ungefihr ebensolange in destilliertes Wasser 
eingetaucht. Dann wurde die innere Fliche derselben mit der 
konzentrierteren Lésung, die AuBere Flache mit der verdiinnteren 
Lésung gut abgespiilt, und nach dem Einfiillen der konzentrierteren 
Lésung I in die Hiilse wird die ganze Hiilse in die verdiinntere 
Lésung II eingetaucht, welche sich ir. dem auBeren Becherglas be- 


1) Vorschiitz, Pfliigers Arch. 189, Isl, 1921; 190, 54, 1924; Natannse n. 
ebendaselbst 196, 637, 1922; Matsuo, ebendaselbst 200, 132, 1923; Mond, 
ebendaselbst 208. 247, 1924. 
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fand (Abb. 1). Danach wurde die Potentialdifferenz in gewissen zeit- 
lichen Intervallen gemessen, bis die in Abstanden von einigen Minuten 
wiederholten Ablesungen konstant bleiben. Das Potential wurde 
aus der Lésung I und II vermittelst der Vorrichtung abgeleitet, die 
wir in einer friiheren Arbeit!) schon beschrieben haben, und welche 
den Zweck hat, alle Diffusionspotentiale zu vernichten, mit Ausnahme 
des Potentialunterschieds der  beiden 
Seiten der Membran. Die ableitenden 
Réhren sind zu diesem Zwecke mit einer 
mit KCl gesattigten Agargallerte gefiillt. 
Die Enden mit den trichterférmigen Er- 
weiterungen sind nach oben abgebogen. 
Der Trichter selbst ist von Agar frei, und 
seine Spitze wird vor der Benutzung mit 
etwas festem KC! gefiillt und in diesem 
Abb. 1. Zustande vorsichtig unter die Lésung ge- 

taucht. Auf diese Weise wird zwischen 

die mit KCl gesattigte Agargallerte und die Elektrolytlésung noch 
eine Zwischenschicht eingeschaltet, welche aus derselben Elektrolyt- 
lésung, aber noch dazu gesittigt mit KCl, besteht. Wir haben in 
einer friiheren Arbeit?) die Wirksamkeit dieser Anordnung zur Ver- 
nichtung der Diffusionspotentiale schon gezeigt und wir werden 
an der spateren Stelle dieser Arbei., wo wir die freien Diffusions- 
potentiale messen, eine neue Bestitigung dafiir finden. Das andere 
Ende der Agarréhre wurde vermittelst einer gesittigten K Cl-Lésung 
je mit einer mit KCl gesattigten Kalomelelektrode verbunden und das 
Potential mit Hilfe des Kompensationsverfahrens gemessen. Die 
Lésungen I und II enthielten stets den gleichen Elektrolyten, I in n/ 10, 
II in n/100 Aquivalentkonzentration. Das Potential stellt sich ziemlich 
schnell ein, innerhalb etwa 10 bis 15 Minuten. Diese Zeit ist bei manchen 
Fallen offenbar erforderlich, um das quasistationiére Konzentrations- 
gefalle innerhalb der Membran festzulegen. Im iibrigen unterscheiden 
sich die sofort gemessenen Werte von dem definitiven meist nur wenig. 
Das nach etwa 10 bis 20 Minuten erreichte Potential halt sich lange 
konstant und zeigte bis 1 oder 2 Stunden keine Neigung, sich zu ver- 
mindern. Dies zeigt an, da die Diffusion relativ langsam fort- 
schreitet und die Riihrung innerhalb der einzelnen Lésungen auch 
ohne besondere Riihrvorrichtung durch die wunvermeidlichen  Er- 
schiitterungen fiir unsere Zwecke ausreichend ist. Die Versuche er- 


IT 














geben folgendes: 


') Michaelis und Fujita, Zeitschr. f. physik. Chem. 110, 266, 1924. 
*) Dieselben, diese Zeitschr. 142, 398, 1923. 
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Tabelle I. 


Zeitliche Anderung der Membranpotentiale in Millivolt (auBen n/100 KCI, 
innen n/10 KCl; das Vorzeichen bezieht sich auf die diinnere Lésung). 





2 Hiilse A Hilse B 

223 S. — BP-'3 - Ps 3 , Se -| Be) 8- Ps - 

es § 2858 259/558 2858 .§ 2295\288 S58 28s 

SE Eee ube ods | Bb lates kat abel ate | Ube ete 
esi “S gee 366 Sh8 Fess “EF $955 968 S35 F558 

NE 2~ “ine iae-he- ~~ ios io tw” 

Sofort 13 10 s 10 10 13 20 13 17 14 
5 15 10 Ss 9.7 10 125 20 13 15.5 13.5 
10 18 10.5 s 10.5 10.5 12.5 19.5 12.5 15.5 14 
15 20 1] 77 10 10 13 19 13 15.5 14 
20 22 11 s 10 14.5 18,5 13 15.5 

25 23 10.5 8 15 18.5 13 

30 24 10.5 8 15.5 18 13 

40 25.3 10.3 16 18 

50 26 10 16 18 

60 26 10 15 17 

80 27 15 

100 27 


Tabelle 11. 


Zeitliche Anderung der Membranpotentiale in Millivolt (auBen n/100, 
innen n/10 Lésung). 





Zeit der Hiilse A Hilse B 
Ablesung 


pony CaCl AIC, NaCl K,SO, HCl CaCl, AICL, NaCl K,SO, HCl 
Sofort — 55 +05 —35 +29 +41 +3 —115 —15 +4+33'14+43 
Nach 5’ — 85 —25 —2 +29 +40 —2 —165 0 + 33 |+ 43 
10 —ll —3 —!1 +29 +40 —5 —165 +10 +33 /+42 


ow 


. 1 —125 —3 + +29 440 —75 —165,'+35 +33 (+415 

, 0 —13 —3 ‘. +29 +40 —7,5 —165 +4 +33 +415 
3 —13 —3 +] + 29 —77 +45 +33 /)+415 
30 —13 —75 4 


Zuniachst sieht man, daB die Werte individuell von der benutzten 
Hiilse abhangen, fiir jede Hiilse aber innerhalb weniger Millivolt repro- 
duzierbar sind. Sodann ist die auffialligste Erscheinung, dai man 
bei dem Versuch mit KCl ein Potential von 10, bei der anderen Hiilse 
14 Millivolt in durchaus reproduzierbarer Weise erhalt. Da verschieden 
konzentrierte KCl-Lésungen bei freier Diffusion kein meBbares Diffu- 
sionspotential ergeben, ist eine Betatigung der Membran damit bewiesen. 
Um diese auch fiir andere Elektrolyte zu zeigen, mubte das auf diese 
Weise gemessene Potential mit dem bei freier Diffusion entstehenden 
verglichen werden. Diese freien Diffusionspotentiale kénnen berechnet 
werden. Um aber zu zeigen, daB unsere Versuchsanordnung zuverlassig 
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funktioniert, wurde das freie Diffusionspotential in einer besonderen 
Versuchsreihe mit den gleichen Elektrolytlésungen direkt gemessen. 

Die Versuchsanordnung war folgende (Abb. 2). Die spezifisch 
leichtere Lésung wurde in ein groBes Becherglas eingefiillt. Die schwerere 
befand sich in einem heberartigen Glasrohr, welches bei a und / einen 
durehbohrten Gummistopfen trug'). Durch die Offnung bei @ wurde 
das KCl-Agarrohr, wiederum mit 
trichterférmiger Aufbiegung,  e¢in- 
gefiihrt, in der Spitze des Trichters 
waren KCl-Kristalle — eingefiillt. 
Durch die Bohrung c geht ein 
schmales, oben fast kapillar endendes 
Glasrohr, die freie Beriihrungsstelle 
der beiden Lésungen befindet sich 








an der Offnung dieses Glasrohrs. Die 
auBere Lésung wurde in ahnlicher 














Weise mit dem Agarrohr d abgeleitet, 


Abb. 2. die Ableitung erfolgte wie vorher 
mit zwei gesattigten Kalomel- 
elektroden. Es wurde stets die 0,1 ‘quivalent-normale Lésung 


eines Elektrolyten gegen eine 0,01 n Lésung desselben Elektrolyten 
gemessen. Diese Anordnung zur Messung der Diffusionspotentiale 
unterscheidet sich von den meist angewendeten dadurch, daB 
das Diffusionspotential hier die einzige elektromotorische Kraft 
der Kette ist, wahrend sonst bei den meist iiblichen Anord- 
nungen mit Elektrolytlésungen verschiedener Konzentration die alge- 
braische Summe eines Elektrodenpotentials und eines Diffusions- 
potentials zur Messung kommt. Die Voraussetzung fiir die Wirksamkeit 
unserer Anordnung ist, daf die Vorrichtung zur Ausschaltung aller 
inderen Diffusionspotentiale ausreichend ist. Die Anspriiche an die Ver- 
nichtung des Diffusionspotentials sind in unseren Versuchen zum Teil 
recht groB, da die eine Lésung die relativ hohe Konzentration von n/ 10 
hat. Trotzdem stimmen die gemessenen Potentiale mit den berechneten 
meist innerhalb 1 bis 2 Millivolt mit den gefundenen iiberein, was 
besonders fiir die Kette mit HCl als eine gute Leistung der Methode 
bezeichnet werden mul. Auf diese Weise ergaben sich folgende Potentiale 
fiir die freie Diffusion. In der Tabelle III sind daneben die theoretisch 
berechneten Werte des Diffusionspotentials angegeben. Die Berechnung 
ist unter der Voraussetzung gemacht, daB die Elektrolyte total disso- 
ziiert sind und die Uberfiihrungszahl der einzelnen Ionen unabhangig 


1) Bei Ketten mit Laugen muB der Gummistopfen vermieden werden. 
Man 148t dann das Glasrohr selbst am linken Ende in der Abbildung kapillar 


enden. 
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von ihrer Konzentration sei. Fiir die Beweglichkeit wurden die Werte 
nach Kohlrausch und Heydweiller aus Landolt-Bérnsteins Tabellen') 
fiir unendliche Verdiinnung angesetzt. Das Diffusionspotential wurde 
nach der Formel berechnet: 

u v 


= th c 
kK — 0.058 ? log ?, 
“+ v Cc, 


wo uw die Beweglichkeit, y die Wertigkeit des Kations und v bzw. a 
das entsprechende fiir das Anion bedeutet, und ¢, und ¢, die Konzen- 
trationen der beiden Lésungen sind. 

Die Ubereinstimmung zwischen den beobachteten und berechneten 
Werten bei den freien Diffusionspotentialen ist befriedigend in An- 
betracht des Umstandes, dai die Formel nur angenahert zutrifft, 
indem sie voraussetzt, daB die Beweglichkeiten der Ionen von der 
Konzentration unabhangig seien, und daB sie die Konzentrationen 
statt der thermodynamischen Aktivitaten benutzt. 

Wenn wir nun die freien Diffusionspotentiale mit den Membran- 
potentialen vergleichen, so finden wir, daB bei Anwesenheit der Membran 
die verdiinntere Lésung stets positiver ist als bei freier Diffusion. (Tab. IV.) 


Tabelle IV. 
Differenz der Membranpotentiale gegen die Diffusionspotentiale bei der 
freien Diffusion. 





Hiilse A Hiilse B Hiilse C Hilse D 
Salze 
1 2 3 1 2 3 l 2 1 2 
RK 

KCl | tiggt+ 6 +10 TP +9 +144 +7 45 +10 + 64 
NaCl +105 +12 +145 +16 7 +10 

Licl +11 17 + § 8 
NH,C} 8 i+ 95 + 55 65 
CaCl, 5 +4 +115 + 7,5 —l + 2 

BaCl, +4 + 75 — 1 15 
MgCl, 3.5 +10 ] - 3 
AIC), 2 2 + 85/4 6,7 — 03 2 

CeCl, + | + 5 — 3 0 
HC! 35 l + 53 0 15 + 3 

K J +113 +13 i. 77 + 85 
K Br LI1L5 +16 6 + 8 
K,CO, 19 23,5 +16 + 16.5 
K,SO, 14 12.5 +18 +417 +11 +13,3 
— 16 +21 13,3 L145 
Kod +13 +13 +18 +165 +11 +12 
NaOH +18,0 420.0 14.0 —13,7 


') Landolt- Bérnstein, Physikalisch-chemische Tabellen, 5. Aufl., 2, 
1104. Berlin 1923. 
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Der Unterschied 4 zwischen dem Potential bei freier Diffusion und bei 
Membrandiffusion ist aber bei verschiedenen Elektrolyten verschieden. 
Wenn wir die Chloride der verschiedenen Kationen miteinander ver- 
gleichen, so bemerken wir, dab 4 am gréBten ist bei einwertigen 
Alkaliionen, aber sehr klein beim H-lon. Wenn wir die Alkalisalze 
verschiedener Anionen vergleichen, so steigt A bei mehrwertigen 
Anionen gréBer als bei einwertigen. Der theoretisch denkbare 
Maximalwert von 58 Millivolt, welcher eintreten wiirde, wenn die 
Membran fiir eine Ionenart ganz undurchlassig ware, wird niemals 
auch annihernd erreicht, und das steht in Ubereinstimmung mit der 
Erfahrung, daf die Pergamentmembran fiir keines der gewoéhnlichen 
lonen wirklich undurchlassig ist. Der Sinn des Potentials ist stets der, 
da®B die Durchlassigkeit fiir das Anion vermindert erscheint. Die 
Deutung dieser Erscheinung kann nur die sein, dab die Beweglichkeit 
des Kations innerhalb der Membran relativ vergréBert oder die des 
Anions relativ verkleinert wird im Vergleich zur freien Diffusion. Der 
Effekt ist also prinzipiell derselbe wie bei der Apfelschale, nur kleiner. 
Da hier ein Lipoid und eine freie Fettsiure nicht in Betracht kommt 
und die Stromleitung tiberhaupt nicht durch die Substanz der 
Membran, sondern durch ihre Poren vermittelt wird, ist es nicht 
méglich, den Beutnerschen Mechanismus fiir die Anderung der Permea- 
bilitat anzunehmen. Es mu sich vielmehr um ein kapillarelektrisches 
Phanomen handeln, dessen Deutung erst auf Grund anderer Versuchs- 
anordnungen versucht werden soll. 

Der soeben nachgewiesene Unterschied der Durchlassigkeit einer 
toten Membran fiir Anionen und Kationen mu notwendigerweise zur 
Folge haben, daB die Diffusion der Elektrolyte durch Membranen 
hindurch verschieden sein muB von der freien Diffusion. In der Tat 
ist es durch die Untersuchungen von Voigtlinder, Morse, Pierce, Bech- 
hold, Ziegler, Meyer, Oeholm, Herzog und Polotzky, Fiirth, Bubanovic, 
Bauer, Piesch, Bethe, Terada') bekannt, das die Membranen einen 
bedeutenden EinfluB auf die Diffusion geléster Stoffe ausiiben. Ferner 
steht die von Bethe und Toropoff?) gefundene sogenannte Neutralitats- 


1) Voigtlander, Zeitschr. f. physikal. Chem. 3, 316, 1889; Morse und 
Pierce, ebenda 45, 589, 1903; Bechhold und Ziegler, ebendaselbst 56, 105, 
1906; Kurt Meyer, Hofmeisters Beitr. 7, 393, 1905; Oeholm, Meddel. 
Vetensk. Akad. Nobelinstitut 2, Nr. 30, 1913; Herzog und Polotzky, Zeitschr. 
f. physikal. Chem. 87, 449, 1914; Ruhland, Jahrb. f. wiss. Bot. 51, 376, 1912; 
Firth und Bubanovié, diese Zeitschr. 90, 265, 1918; 92, 139, 1918; Fiirth, 
Bauer und Piesch, ebenda 110, 29, 1919; Bethe, diese Zeitschr. 127, 18, 1922; 
Terada, Zeitschr. f. phys. Chem. 109, 199, 1924. 

2) Bethe und Toropoff, Zeitschr. f. physik. Chem. S88, 686, 1914; 89, 
597, 1915. 
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stérung zu beiden Seiten einer Membran bei Durchgang eines elek- 
trischen Stromes in engem Zusammenhang mit dieser Beobachtung; 
auch diese wird von den Autoren darauf zuriickgefiihrt, dal’ die Be- 
weglichkeit des Anions und des Kations innerhalb der Membranporen 


anders sind als in freier wisseriger Lésung 


Zusammenfassung. 

Wenn man zwei verschieden konzentrierte Lésungen eines Elektro- 
lyten durch eine Pergamentmembran voneinander trennt, so ist die 
Potentialdifferenz zwischen den Lésungen verschieden von der bei 
freier Beriihrung der Lésung entstehenden Potentialdifferenz Der 
Sinn der Anderung ist stets derart, als ob die Beweglichkeit des Anions 
relativ zu der des Kations verkleinert wiirde. Der Membraneffekt 
bei variierten Kationen nimmt mit der Wertigkeit des Kations ah 
und ist am gréBten bei einwertigen Kationen. mit Ausnahme des 
H-lons, welches fast gar keinen Effekt hat. Wenn man die Anionen 
variiert, so ist umgekehrt der Effekt bei mehrwertigen Anionen gréber 


als hei einwertigen. 














Zur Mikromethodik 
der quantitativen Bestimmung der Hirnlipoide. 


Von 
Henriette Gorodissky. 


(Aus dem _ physiologisch-chemischen Laboratorium des  medizinischen 
Instituts zu Charkow und aus der biochemischen Abteilung des Instituts 
fiir experimentelle Medizin zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 10. Marz 1925.) 


Eine Reihe von Untersuchungen wurde dem Studium des normalen 
chemischen Bestandes des menschlichen und tierischen Gehirns gewidmet 
(Thudichum, Frankel, Linnert, Petrovsky, Slowtzoff, Danilewski, Schkarin, 
Halliburton, Lenz, Abderhalden und Weil, Tomihide Schimizu u. a.). Man 
erforschte die Veranderungen, die im Gehirn unter der Einwirkung der 
seine Funktion steigernden und herabsetzenden Stoffe auftreten (Soula, 
Escaude und Soula, Faure und Soula, Winterstein, Winterstein und Hecker, 
Winterstein und Hirschberg). Die pathologische Chemie des Gehirns, dessen 
héchste psychische Tatigkeit gest6ért war, wurde bereits zur Untersuchung 
herangezogen (Pighini, Pighini und Barbieri, Carbone und Pighini, 
Woskressenski, Basia Messing u. a.). 

Ob und worin ein Zusammenhang zwischen den psychischen und 
chemischen Vorgiingen, die sich im Gehirn abspielen, besteht das ist die 
Frage, die sich die Psychochemie aufwirft. Es ist méglich, daB verschiedene 
psychische Vorginge nur bei Anwesenheit bestimmter chemischer Be- 
standteile des Hirngewebes miglich sind. Die graue und die weibe Sub- 
stanz, das GroBhirn, das Riickenmark und das Kleinhirn, die Gehirnrinde 
und die Ganglien, die verschiedene Funktionen ausiiben, unterscheiden 
sich auch voneinander nach ihrem Gehalt an Wasser, EiweiB, Lipoiden und 
Salzen (Thudichum, Halliburton, Koch, Petrowski, Lenz, Frdnkel und 
Dimitz, Slowtzoff und Georgiewskaja, Linnert, Kirschbaum und Linnert u. a.). 
Das Gehirn der verschiedenen Tiere ist durch seinen besonderen Lipoid- 
gehalt charakterisiert (Linnert). Bei den herangewachsenen Individuen 
desselben Geschlechts bleibt der chemische Hirnbestand hinsichtlich seines 
Lipoidgehaltes, seiner Masse, EiweiBe und Wassergehalts ziemlich bestandig, 
verindert sich aber mit dem Alter (Linnert). Das noch nicht ausgebildete 
Sauglingsgehirn besteht hauptsachlich aus den in Aceton léslichen Stoffen 
(Cholesterin), waihrend bei dem erwachsenen Menschen die ungesittigten 
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Phosphatide das Ubergewicht haben (Schiff und Stransky, Faerber). Die 
gesamte EiweiBmenge des Gehirns wachst bis zum reifen Alter an (Schkarin). 
Die psychischen Erkrankungen, wie Dementia praecox, Paralysis pro- 
gressiva usw. werden stets von vollkommen bestimmten, nur fiir diese 
Krankheiten typischen Veranderungen im chemischen Hirnbestande be- 
gleitet (Pighini, Pighini und Carbone). 

Die funktionelle Bedeutung der verschiedenen chemischen Hirnbestand- 
teile und die Chemie des Gehirns selbst wire nur dann mdglich, nibher 
zu erforschen, wenn es gelingen wiirde festzustellen, daB die bestimmten 
funktionellen Hirnstérungen den bestiindigen Anderungen im Gehalt und 
der Gruppierung dieser chemischen Substanzen entsprechen. Eine experi- 
mentell hervorgerufene Verstirkung der Nervensystemtiitigkeit (feuchte 
und trockene Warme, Diathermie, Faradisation, Asphyxie, Curare, Strychnin, 
Cocain, Ammoniumsalze) hat eine gesteigerte N-Dissimilation in direktem 
Verhaltnis zur Folge, die sich in einer vergréBerten Aminogenese und bei 
Autolyse in einer Zunahme der N-Polypeptide und N-Aminosiuren aiuBert. 
Die die Hirntatigkeit schwiichenden Stoffe, wie Alkohol, Chloroform, 
Chloralose, Ather, werden von einem entsprechenden Eiwei®kérperabbau 
begleitet (Soula, Faure und Soula, Escaude und Soula, Hirschberg und 
Winterstein). Bei elektrischer Erregung des iiberlebenden Froschgehirns 
steigt der Phosphorumsatz im Vergleich zu dem eines in Ruhe befindlichen 
Gehirns beinahe um das Doppelte, die Narkose (Urethan) setzt ihn dagegen 
in den meisten Fillen um 33 proz. herab (Hecker). 

Alle hier kurz erwahnten Arbeiten weisen zwar entschieden auf die 
wichtige Bedeutung der chemischen Vorgiinge bei der Lebenstiitigkeit der 
Nervenzelle hin, allein sie geben keine Antwort auf die Frage iiber die Rolle, 
die diesen Prozessen bei ihrer spezifischen neuro-psychischen Tiitigkeit zu- 
kommt. Die meisten dieser Untersuchungen wurden mit der gesamten Hirn- 
substanz oder mit der gesamten grauen Substanz durehgefiihrt. Eine der- 
artige Methode, die funktionelle Bedeutung der verschiedenen chemischen 
Hirnbestandteile zu ermitteln, konnte aber nur zu der Zeit angewandt 
werden, als die Lehre von der Einheitlichkeit der Hirnfunktionen noch 
Geltung hatte und man lokalisierte Felder mit Spezialfunktionen noch 
nicht anerkannte. Ist aber jedem Bezirk der Hirnrinde eine besondere 
Funktion eigen, so darf man a priori auch eine verschiedene Struktur dieser 
Bezirke und vielleicht auch verschiedene chemische Vorgdnge wdahrend threr 
Tatigkeit voraussetzen. Daraus folgt, daB das Studium der chemischen Statik 
und chemischen Dynamik des Gehirns nur nach der topographischen Linteilung 
seiner Funktion erfolgen soll. Es ist die Menge der stickstoffhaltigen Stoffe, 
der Lipoide und Mineralsubstanzen in den verschiedenen Bezirken ein und 
desselben Gehirns zu vergleichen, um dadurch einen Zusammenhang 
zwischen der chemischen Struktur und einer bestimmten Funktion fest- 
stellen zu kénnen; die chemischen Bestandteile desselben Bezirks im 
gesunden und kranken Gehirn, ferner in einem Gehirn, das sich in Ruhe 
befand, und einem, das intensiv gearbeitet hat, sind zu vergleichen, um 
so festzustellen, ob das Ansteigen oder Absinken auch der spezifischen 
Veriinderung des Chemismus im Hirngewebe entspricht; die chemischen 
Bestandteile ein und desselben Hirnbezirks und ihre Veranderungen bei 
experimentell hervorgerufener Tatigkeit sind bei verschiedenen Tieren mit 
spezifisch ausgebildeter Psychik, oder bei einem heranwachsenden, sich 
allmihlich ausbildenden Gehirn zu vergleichen, um dadurch aufkléren 
zu kénnen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Charakter der chemischen 
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Vorgiinge und der Vervollkommnung der Nervenzelltatigkeit besteht '). 
Alles dies sind die zuniichst zu liésenden Aufgaben der Psychochemie, 
Die pathologischen Gehirne der Nervenkranken und die Tierversuche 
bieten hierfiir ein breites Arbeitsgebiet. 

Allein selbst im menschlichen Gehirn nehmen die einzelnen Felder 
mit Spezialfunktionen so unbetriichtliche Gehirnrindenbezirke ein, dab 
die von dort entnommene graue Substanz nur Bruchteile von Grammen 
betragt. Ein Arbeiten mit so kleinen Mengen erfordert vor allem die Aus- 
arbeitung einer Mikromethode fiir die quantitative Trennung und Be- 
stimmung der verschiedenen EiweiB- und Lipoidsubstanzen. 

Der auffallende Reichtum des Hirngewebes an Lipoiden, ihre Mannig 
faltigkeit, die Anwesenheit einer groBen Menge ungesittigter Phosphatide. 
all das legte den Gedanken nahe, daB von allen chemischen Bestandteilen 
die Lipoide die spezifischen Hirnelemente sind. In einer Reihe von Arbeiten 
wurde der normale Lipoidbestand des Gehirns untersucht (Thudichum, 
Frankel, Linnert, Petrowsky, Slowtzoff, Koch, Schiff und Stransky u. a.), 
einzelne Lipoide wurden isoliert und ihre Eigenschaften beschrieben 
(Thudichum, Vauquellin, Thierjelder, Falk, Frankel, Linnert, Levene u. a.), 
ferner liegen auch Arbeiten iiber die pathologischen Gehirne vor (Pighiné, 
Pighini und Carbone, Faerber, Halliburton, Ederer, Fachini u.a.). Dieses 
Interesse an den Lipoiden und die gleichzeitige Schwierigkeit der Unter 
suchung infolge ihrer Mannigfaltigkeit und geringer Bestindigkeit ver 
anlaBte die Forscher, Methoden zur quantitativen Bestimmung der Hirn 
lipoide auszuarbeiten und zu vervolikommnen. 

Die ersten quantitativen Bestimmungen der Organlipoide bestanden 
darin, daB diese méglichst vollstandig mit Ather und Alkohol extrahiert 
wurden. Man vereinigte die Extrakte und berechnete die Phosphatidmenge 
auf P und N (Hoppe-Seyler) oder auf die Abbauprodukte des Lecithins 
(Hejfjter). Die weitere Trennung der Phosphatide wurde im allgemeinen 
nach zwei Methoden ausgefiihrt : 

1. Trennung mit Hilfe verschiedener Lésungsmittel und 2. Falling in 
Form von Metallverbindungen (eine eingehende Kritik dieser Methoden 
erschien von J. Bang, Best. d. Zelllipoide, Ergebn. d. Phys. 1907). 

Der erste Autor, der den quantitativen Hirnlipoidbestand systematiselh 
erforscht hat, war Petrowsky: Er extrahierte sorgfaltig die zerriebene 
Hirnsubstanz wihrend 24 Stunden mit kaltem Alkohol; der Riickstand 
wurde mit Ather extrahiert und alsdann der iatherunlisliche Rest mit 
95 proz. Alkohol ausgekocht. Der nach dem Verdunsten des ersten Alkoho! 
auszuges gebliebene Riickstand wurde mit entwissertem Ather extrahiert 
SchlieBlich gewann Petrowsky: 

1. kalten Alkoholextrakt, 

a) in wasserfreiem Ather unlésliche Stoffe, 
b) in wasserfreiem Ather lésliche Substanzen (wurden mit dem 
folgenden Extrakt vereinigt). 

2. Atherextrakt, in welchem das Lecithin auf P berechnet wurde. 

Das iibrige wurde fiir Cholesterin + Fett (?) gehalten. 


1) Derartige experimentelle Forschungen und Untersuchungen der 
chemischen Topographie der GroBhirnrinde wurden schon im Laboratorium 
fiir physiologische Chemie des staatlichen medizinischen Instituts zu 
Charkow aufgenommen. 
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3. HeiBer Alkoholextrakt. Nach Abzug des Lecithins war es méglich, 

hierin die Cerebrinmenge zu bestimmen. 

4. Der aus Asche und EiweiB bestehende Riickstand. 

Spiter wandte Thudichum dieselben Lisungsmittel an, indem er das 
Gehirn zuerst mit kaltem Alkohol, darauf mit kaltem Ather, kochendem 
Ather und schlieBlich mit siedendem Alkohol behandelte, oder er verfuhr 
in entgegengesetzter Reihenfolge, indem er die Hirnsubstanz mit Alkohol 
extrahierte und die alkoholische Lésung sowie den Alkoholriickstand mit 
heiBem Ather behandelte. Auf diese Weise isolierte er: 

1. nur in Ather lésliche Substanzen, 

2. nur in Alkohol lésliche Substanzen. 

Zur weiteren Trennung dieser Stoffe verwandte er CdCl,, PtCl,, essig- 
saures Blei und Ammoniak, 

Die wichtigsten hier angefiihrten Methoden der chemischen Analyse 
des Nervengewebes beruhen auf ein und demselben Prinzip: der Extrak- 
tion der gesamten Lipoidmenge, und darauf erst deren weiterer Trennung 
und Bestimmung. 

Der Entwicklungsfortschritt jeder Experimentalwissenschaft be- 
findet sich in enger Abhangigkeit von den jeweiligen Untersuchungs- 
methode: Bei der Psychochemie kénnen wir dasselbe feststellen. 
Seit der Veréffentlichung der durch Frdénkel und seine Schiiler aus- 
gearbeiteten Methodik der quantitativen Hirnlipoidtrennung hat 
jedoch die Lipoidchemie groBe Fortschritte gemacht. Die Eigentiimlich- 
keit der erwahnten Methode besteht darin, da die Lipoide nicht in 
ihrer Gesamtheit extrahiert, sondern nach einzelnen Gruppen durch 
die Extraktion getrennt werden. Da das in groBber Menge im Gehirn 
vorhandene Cholesterin die Léslichkeit der einzelnen Lipoide in den 
verschiedenen Lésungsmitteln betrichtlich verindert, so entfernt 
Frankel vor allem aus dem Gehirn das Cholesterin durch Extraktion 
mit Aceton. In die das Cholesterin enthaltende Acetonlésung geht nur 
das eine von den Phosphatiden — das Leucopoliin — mit iiber. Mittels 
weiterer Extraktionen durch Petrolither, Benzol, Alkohol und Ather 
gewann Frdnkel die ungesittigten Phosphatide (Petrolather), die ge- 
sittigten Phosphatide und die Cerebroside. Der Acetonextrakt wird 
getrennt. indem man das Cholesterin mit Hilfe von Digitonin nach 
Windaus fallt, oder indem man die Chlorcadmiumverbindung des 
Leucopoliins darstellt. Das Cephalin (+ Galaktosid) gewinnt man als 
Niederschlag durch Fallung des Petrolatherextrakts mit Alkohol. Die 
Lésung wird nunmehr mit Blei behandelt; nach der Atherextraktion 
erhalt man in der Lésung die Lecithinbleiverbindung, im Niederschlag 
die Myelinbleiverbindung. Gegenwartig gilt diese Methode als die beste 
und fiir die vergleichende Analyse geeignetste (S/owtzoff und (eor- 


giewskaja, Pighini). 
Da unsere Absicht dahin geht, die chemischen Bestandteile der 
einzelnen Hirnbezirke zu erforschen, kénnen wir leider diese Methodik, 
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die allgemeinen Anklang gefunden hat, nicht anwenden, weil sie groBe 
Mengen von Hirnsubstanz erfordert. Frdnkel untersuchte auf einmal 
100 kg, Pighini nahm fiir die Untersuchung von 568 bis 1110 g, Kirsch- 
baum und Linnert verwandten fiir die Cholesterinbestimmung nach 
dieser Methode Mengen von 23 bis 49g usw. Wenn man gezwungen 
ist, mit Bruchteilen von Grammen, ja sogar mit Milligrammen zu 
arbeiten, ist die Frdnkelsche Methode unanwendbar, daher hatten wir 
uns mit der Ausarbeitung einer Mikromethode zu_befassen. 


Die Methode der quantitativen Hirnlipoidbestimmung soll folgenden 
Forderungen Geniige tun: 

1. Die fiir die Bestimmung angewandte Menge soll so gering sein, 
dali} man sie ohne Schwierigkeiten bei der Untersuchung des kleinen, 
dem bestimmten physiologischen Zentrum entsprechenden Rinden- 
bezirks entnehmen kann. 

2. Infolge der Unbestandigkeit der Lipoide muB das Verdunsten 
schnell ohne Anwendung irgendwelcher grober physikalischer oder 
chemischer Hilfsmittel erfolgen. 

3. Die Hirnsubstanz soll sich in einem derartigen Zustande befinden, 
der die Méglichkeit einer leichten Lipoidextraktion zulaBt. 

4. Die verschiedenen Lipoidgruppen sollen einzeln mit hinreichender 
Genauigkeit, méglichst einfach, ohne Anwendung kostspieliger und 
heutzutage schwer erhaltlicher Reagenzien, getrennt werden. 


Die einem bestimmten Bezirk der Rinde, Ganglien usw. ent- 
nommene Hirnsubstanz wird in einem kleinen Mérser zu einem vollig 
gleichmaBigey Brei zerrieben. Darauf wird die zerkleinerte Substanz 
mit Hilfe derselben kleinen Mérserkeule auf ein Stiickchen dichten 
Filtrierpapiers in gleichmaBigen Schichten aufgelegt. Diese Blattchen, 
deren GréBe etwa 15 x 20mm betrigt, werden vor dem Gebrauch 
durch Extraktion mit kochendem Alkohol entfettet; am besten ist 
es, sich auf einmal einen groBen Vorrat solcher Blattchen herzustellen. 
Nachdem das gewogene Blittchen auf einer Seite mit einer diinnen 
Schicht der zerriebenen Hirnsubstanz bedeckt worden ist, wird es 
wiederum gewogen und auf diese Weise das Gewicht der angewandten 
Hirnsubstanzmenge ermittelt. Fiir gewéhnlich nimmt man 40 bis 
60 mg. Es bedarf nur geringer Ubung, um stets fehlerlos die nétige 
Menge auf das Papier zu bringen; weniger als 30mg sollen nicht 
gebraucht werden. Die Wagung erfolgt am einfachsten und schnellsten 
mit der Torsionswage von Hartmann und Braun. Dafiir kann man die 
Wage mit einem MeBbereich von | bis 500 mg, wobei jeder Skalen- 
teilstrich gleich 1 mg ist, benutzen. Auf dieser Wage sind dann die 
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Milligrammdrittel nach Augenma abzulesen. Selbstverstandlich kann 
man auch eine gewohnliche analytische Wage gebrauchen, wenn die 
Blattchen in diesem Falle in Wageglischen mit eingeschliffenen Glas- 
stopfen hineingebracht werden. 

Nachdem die Gehirnmenge auf dem Blattchen abgewogen ist, 
wird dieses auf der Spitze einer stahlernen Stecknadel befestigt, nach 
dem Vorschlag von J. Bang in seiner Methode der Bestimmung des 
trockenen Blutriickstandes. Man bohrt mit gewéhnlichen stahlernen 
Stecknadeln ein Korkplattchen durch und setzt auf die Stecknadel- 
spitze das Papierchen mit der gewogenen Hirnmenge. Auf das Plittchen 
neben jeder Stecknadel schreibt man Nummern der Reihe nach; das 
Papierchen mit der Hirnmenge wird im Protokoll unter der ent- 
sprechenden Nummer bezeichnet. Das Korkplattchen mit dem Papier- 
chen wird in den Exsikkator hineingestellt. Nach 30 bis 40 Minuten 
wird die Gehirnsubstanz hinreichend trocken sein und das Blattchen 
kann fiir die Lipoidextraktion herausgenommen werden. Man kann aber 
die auf diese Weise getrocknete Hirnsubstanz auch fiir lingere Zeit 
im Exsikkator liegen lassen. Ein so rasches Austrocknen im Exsikkator 
bei Zimmertemperatur verandert natirlich die empfindlichen Lipoide 
nicht; die diinne Hirnsubstanzschicht auf dem porésen Filtrierpapier 
ist der Extraktion leicht zuginglich. 

Nachdem das Blaittchen von der Stecknadelspitze befreit worden 
ist, wird es der Lange nach umgebogen, so dafi es die Form eines auf- 
geschlagenen Buches annimmt, und ins Reagenzglas hineingebracht. 
Selbstverstandlich darf das Papierchen nur mit trockenen Handen 
beriihrt werden. 

Fiir die Extraktion werden die gewéhnlichen Reagenzgliser von 
ungefahr gleichem Durchmesser angewandt, damit der Kiihlerstopfen 
paBt (siche unten). Nur die sehr sorgfdltig entfetteten und absolut trockenen 
Reagenzgldser sind gebrauchsfahig. Nachdem man das Papierchen 
bis auf den Boden des Reagenzglases gesenkt hat, wird es mit der ab- 
gemessenen Menge des Lésungsmittels iibergossen. Bei den gewéhn- 
lichen GréBen der Reagenzglaser sind 6 ccm des Lésungsmittels aus- 
reichend, um das ganze Papierchen zu versenken und die Fliissigkeits- 
héhe, nach J. Bangs Vorschrift in seinen ,.Mikromethoden*, um 2 bis 
3mm itiber dem Papierchen zu erhalten. Das Reagenzglas wird auf 
den Kihlerstopfen aufgesetzt. Ein kleiner, gewéhnlicher Kiihler, dessen 
Lange 15 bis 20cm betrigt, wird senkrecht an dem Stativ befestigt, 
derart, daB man die Méglichkeit hat, durch das Drehen der Schraube 
den ganzen Kiihler nach Belieben senken und heben zu kénnen. Der 
Korkstopfen (niemals ein Gummistopfen) mu8B zuvor mit siedendem 
Alkohol ausgekocht sein. Der Reagenzglasboden beriihrt das auf den 
DreifuB gelegte Drahtnetz. Das Reagenzglas wird mittels eines kleinen 




















Mikromethodik der quantitativen Bestimmung der Hirnlipoide. 385 


Spirituslampchens erhitzt. Um ein mégliches Entflammen des leicht 
entziindlichen Lésungsmittels zu vermeiden, empfiehlt es sich, den 
DreifuB mit einem Drahtnetz zu umwickeln. Wird das Reagenzglas 
vor der Operation aufmerksam betrachtet, so erfolgt diese Ent- 
flammung niemals. Da die Extraktion mit dem  kochenden 
Lésungsmittel nur 10 Minuten dauert, so geniigt dieser kleine, senk- 
recht aufgestellte Kiihler vollkommen, um. die entstehenden Dampfe 
abzukihlen. 

Nach erfolgter Extraktion wird das Spirituslampchen zur Seite 
geschoben, man hebt den Kiihler etwas, nimmt das Reagenzglas ab 
und holt das Blattchen mit Hilfe eines Platinhakchens heraus, stellt 
es ins folgende Reagenzglas hinein und gieBt je nach Bedarf mit dem- 
selben oder mit dem darauffolgenden Lésungsmittel tiber. Nach Be- 
lieben kann man die weitere Behandlung fiir eine gewisse Zeit 
aufschieben; in diesem Falle setzt man das Papierchen auf die Steck- 
nadel mit der betreffenden Nummer und stellt es in den Exsikkator 
zuriick. 

Da sich die gesamte aus dem Gehirn extrahierte Lipoidmenge nach 
Gruppen sehr schwer trennen laBt, lag es nahe, die von Frankel an- 
gewandte allmahliche Lipoidextraktion mit Aceton, Petrolather und 
Alkohol vorzunehmen. Um die Extraktionsmenge der gebrauchten 
Hirnmenge beurteilen zu kénnen, wurde die mit einem Lésungsmittel 
extrahierte Lipoidmenge durch Oxydation mit Chromsiaure nach Bang 
bestimmt. 

Wie bekannt, besteht diese Bestimmungsmethode hauptsachlich 
in folgendem : 

Das mit Blut durchtrankte Papierchen wird mit Petrolither oder 
Alkohol extrahiert ; nachdem das Lésungsmittel méglichst giinzlich verjagt 
worden ist, gieBt man zum Riickstande 1 cem Il proz. NaOH hinzu, kocht 
bis zum viélligen Verschwinden des Lésungsmittelgeruchs auf und fiigt 
nach Abkiihlung 1 cem n/10 K,Cr,O, (oder n/1l, n/2, n/5, je nach der vor- 
handenen Lipoidmenge) und 5cem konzentrierter H,SO, hinzu; nach 
15 Minuten wird der gesamte Reagenzglasinhalt quantitativ mittels 100 bis 
150 cem Wasser in einen Erlenmeyerkolben iibergefiihrt, dann gieBt man 
2ecem 10proz. KJ hinzu und titriert mit n/10 Na,S,O, (Starkelésung als 
Indikator). Die in cem n/10 Na,8,O, ausgedriickte Differenz (,,Chromat- 
Index‘ = Chr. Ind.) zwischen der angewandten Chromsiuremenge und 
der verbrauchten Menge Hyposulfit liBt auf die Menge der extrahierten 
Lipoide schlieBen. 

Um festzustellen, wievielmal die verwendete Hirnmenge bis zu 
ihrer vélligen Erschépfung mit Aceton extrahiert werden soll, haben 
wir sie wiederholt im Laufe von 5 Minuten mit 6 cem kochenden Acetons 
extrahiert, in jedem Extrakte wurden die Lipoide, wie oben erwahnt, 
bestimmt. Wir fiihren folgende zwei Versuche an (Tabelle I): 
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Tabelle I. 
Versuch 1. Versuch 2. 
Reduktion d. | Reduktion d 
Nr Zeit der | Chromsaure | Liebermannsche Nr Zeit der | Chromsaure Liebermannsche 
Extraktion in com n/10 Reaktion Extraktion | in ccm n/10 Reaktion 
Na2S2,03 | Nay Sy O, 
1 5’ 3,15 positiv 1 5’ 6,80 positiv 
2 5 0,35 schwach positiv] 2 5 0,65 7 
3 5 0,25 negativ 3 5 0,35 negativ 
4 5 0,20 2 4 5 0,16 i. 
5 5 O15 = 5 5 0,20 s 
6 5 0,20 2 6 5 0,20 = 
7 5 verloren 
8 2h bei 15°C 0,35 ‘ 
9 18h bei 159°C 0,40 " 





Auf diese Weise wurde ermittelt, daB die Hauptmenge der Lipoide 
in den ersten und in den zweiten, teilweise in den dritten Extrakt iiber- 
geht. Bei weiterer Extraktion geht ungleichmaBig nur noch eine geringe 
Lipoidmenge in die Acetonlésung iiber. Analoge Befunde haben auch 
Slowtzoff und Georgiewskaja bei Gehirnextraktion nach Frankel erhalten, 
daher sind sie der Ansicht, daB die Extraktion nach Frdnkel sich iiber 
einen ganz bestimmten Zeitraum erstrecken soll. 

Es wurde nun versucht, die Extraktion in 6 cem kochenden Acetons 
wihrend 10 Minuten auszufiihren. Hier erwies es sich, daB die Haupt- 
menge der Lipoide in den ersten Extrakt iibergeht, der zweite unter- 
scheidet sich aber durchaus nicht vom dritten, vierten usw. (Tabelle I). 





Tabelle 11. 
Versuch 1. ‘ Versuch 2. 
eng der Menge der 
Zeit der reduzierten | 1 sehermannsche | \; Zeit der reduzierten | 7 sehermannsche 
Nr. Extraktion Chromsaure “"" Reaktion |" Extraktion Chromsiure |" Reaktion 
Na» S2 Os Na, S20, 
1/ 1 | 595 positiv | 1] 10 5,10 positiv 
2 10 | 0,10 negativ 21 10 0,20 negativ 
3 0 | O16 i 3|| 10 0,20 a 
4 || 10 0,20 2 





In keinem Falle (von 14 Versuchen) war bei der zweiten Extraktion 
die Liebermannsche Reaktion auf Cholesterin positiv, wahrend sie bei 
5 Minuten dauernder Extraktion in den ersten zwei Extraktionen, und 
einmal sogar in der dritten positiv war. 

Wir entschlossen uns, die Extraktion mit 6 cem kochenden Acetons 
wihrend 10 Minuten auszufiihren; darauf iibergossen wir dasselbe 
Blattchen zur Ausspiilung wiederum mit 6ccm Aceton und erhitzten 
bis zum Sieden. Darauf wurde das Papierchen herausgenommen und 
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beide Extraktionen vereinigt. Um den angenommenen bestimmten 
Zeitraum zu priifen, extrahierten wir verschiedene Mengen desselben 
Gehirns und berechneten den ,,Chromatindex* pro 100 mg der feuchten 
Substanz. Wir nahmen absichtlich bald die graue, bald die weibe 
Substanz, bald ein Gemenge der beiden. Wie aus der nachfolgenden 
Tabelle III zu ersehen ist, erhalt man bei einer derartigen Extraktion 
ziemlich iibereinstimmende Resultate. Hier werden einige zufallig aus- 
gewahlte Fille angefihrt. 
Tabelle 111. 





Chromatindex* Chromatindex* 
; Hirnmenge -- ; Hirnmenge . 
Nr. ro 100mg der Nr. ro 100 mg der 
= me eledoen Sebstens = eaochten Substanz 
] 36,0 8,22 3 48,3 7,55 
34.0 8,64 41.7 7,63 
42.5 8,58 4 55.0 16,73 
- " 45.3 16,71 
2 38,5 21,78 49.5 16,50 
40,7 21,96 53.7 16,72 
eh ¢ 29 09° . 
poe 22,02 5 61,0 8.49 
39.0 21,85 547 891 
60.0 21,91 38°3 8'34 





Durch derartige Versuche gelang es auch festzustellen, daB fir 
die véllige Extraktion der verwendeten Hirnmenge mit Petrolather 
15 Minuten geniigen; fiir die darauffolgende Extraktion der gesattigten 
Phosphatide und Cerebroside extrahiert man 10 Minuten mit 6 ccm 
kochenden Alkohols, dann noch einmal mit derselben Menge wahrend 
5 Minuten. Im weiteren verfahrt man mit den extrahierten Lipoiden 
verschieden, je nach der zu bestimmenden Lipoidgruppe. 


I. Die Acetonextraktion. Das gesamte Hirncholesterin und auch 
einige Phosphatide (Leucopoliin) gehen in diesen Extrakt iiber. Der 
erste Gedanke war, die Lipoidgesamtmenge dieses Extraktes mittels 
Titration nach J. Bang zu bestimmen: darauf das Cholesterin mit 
Digitonin zu fallen, die iibriggebliebene Lipoidmenge auch nach Bang 
zu bestimmen und die Differenz nach der Cholesterinmenge zu_be- 
rechnen. Aber, wie wir bereits bewiesen haben’), wird der Oxydations- 
koeffizient des Cholesterins sowie auch anderer Lipoide in Abhangigkeit 
von der zur Oxydation gebrauchten Stoffmenge betrichtlich ver- 
andert, z. B.: 

Bei der Oxydation von: 

0.0484 mg Cholesterin ist der Koeffizient = 2,69 


0.5036 ,, % 1” ” = 2,14 
1,2000 ,, ” 2 o = 1,74 
2.3040 ,, - ” 9 " = 1,27 


1) Wratschebnoje Djelo Nr. 8/9, 1924. 
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Unter solchen Umstanden kann man natiirlich nicht auf Grund 
der reduzierten Chromsauremenge auf die Cholesterinmenge schlieBen. 

Fiir die Cholesterinbestimmung erwies sich die auf der Liebermann- 
schen Farbenreaktion beruhende kolorimetrische Methode als geeignet. 
Es ist sehr bequem, in Glasréhrchen gleichen Durchmessers von 10 bis 
20 ccm Weite, mit Teilungen in 0,1 cem und mit eingeschliffenen Glas- 
stopfen zu kolorimetrieren. Die Cholesterinbestimmung wird auf 
folgende Weise ausgefiihrt: 

Nach der Gewinnung des Acetonextrakts der verwendeten Hirn- 
menge verjagt man das Aceton durch Erwarmen auf dem Sandbade, 
indem man ein Uberhitzen sorgfiltig vermeidet. Zu dem absolut 
trockenen Riickstand gieBt man 3ccm Chloroform hinzu und 1abt 
5 Minuten stehen; dann gieBt man Iccm Essigsaureanhydrid und 
0,leem konzentrierter H,SO, hinzu und laBt fiir 15 Minuten bei 32°C 
stehen. Zum Vergleich gebraucht man eine auf dieselbe Weise ebenso 
behandelte Cholesterinlésung, die 0,5 mg Cholesterin in 3 cem Chloroform 
enthalt. Beim Kolorimetrieren ist es bequem mit dem Gemisch von 
Chloroform und Essigsaureanhydrid im Verhaltnis 3:1 zu verdiinnen. 

Als Beispiel der Cholesterinbestimmung unter Anwendung dieser 
Methode fiihren wir folgende Tabelle IV an. 








Tabelle IV. 
ee |) ar EL eo Febler 
berechnet gefunden Pros. berechnet gefunden ~ 
0,200 | 0,201 +05 0,500 0,499 — 0,2 
0,200 0,203 +415 0,550 0,545 —09 
0,250 0,245 | —2.0 0,600 0,610 + 1,7 
0,250 0,253 +12 0,600 0611 +18 
0,300 0,301 + 03 0,600 0,598 — 0.4 
0,300 0,305 +17 0,700 0,690 —I14 
0,400 0,405 +12 0,750 0.751 +01 
0.450 0,440 —22 0.750 0.756 +08 
0,450 0,450 0 0.750 0.745 un 7 
0,450 0,458 +17 0.750 0,748 — 03 


II. Petrolatherextraktion. Der nach der Acetonextraktion der 
Hirnlipoide erhaltene Riickstand wird nach Frdnkel mit Petrolather 
behandelt. In diesen Extrakt gehen alle ungesattigten Phosphatide 
und ein Galaktosid iiber. Wie der Versuch ergeben hat, geht bei der 
Extraktion der so geringen Hirnmengen von 40 bis 60 mg mit einer 
verhaltnismaBig so groBen (6ccm) Acetonquantitat in diesen ersten 
Extrakt auch ein Teil der Stoffe iiber, die bei der Hirnbehandlung nach 
Frankel nur bei der darauffolgenden Petrolaither- und Alkoholextraktion 
gelist werden. Da es von Interesse war, die ganze Gruppe der un- 
gesiittigten Phosphatide in Betracht zu ziehen, so waren wir gendotigt, 
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die angewandte Hirnmenge mit niedrig siedendem (50 bis 60° C) Petrol- 
ather ohne vorherige Behandlung mit Aceton zu extrahieren. In diesem 
Falle gehen in den Petrolather alle ungesattigten Phosphatide, ein- 
schlieBlich das Leucopoliin (bei Frdnkel ist das Leucopoliin im Aceton- 
extrakt), Cholesterin und ein Galaktosid tiber. Die Menge der un- 
gesittigten Phosphatide ist am besten nach dem P-Gehalt in diesem 
Extrakt zu bestimmen. 

Die quantitative Phosphorbestimmung wird mittels der von Bell- 
Doisy ausgearbeiteten kolorimetrischen Methode fiir die P- Bestimmung 
im Blute nach der Briggsschen Modifikation ausgefiihrt. 

Fiir diese Bestimmung sind folgende Reagenzien nétig: 

1. Molybddnsdure. Man lést 25 g des molybdainsauren Ammoniaks 
in 300cem H,O und 200 cem verdiinnter H,5Q,. 

2. Hydrochinonlésung. 0,5 g Hydrochinon in 100 cem Aqua dest. 

| Tropfen konzentrierter H, SO,. 

3. Sulfitlisung, frisch dargestellte 20proz. Natriumsulfitlésung. 

4. Monokaliumphosphatlésung, die in leem 0,025 mg P enthalt. 

Die Phosphorbestimmung besteht in folgendem: Man gieBt 5 ccm 
der zu untersuchenden (eiweibfreien) Lésung in einen Mebzylinder 
oder in einen MeBkolben von 10 cem Inhalt, fiigt 2 cem Molybdansaure- 
lésung, | eem Sulfitlisung und 1 cem Hydrochinonlésung hinzu und 
fiillt bis zu 10 cem mit Wasser auf. Die Farbung erreicht ihr Maximum 
nach Verlauf einer Stunde. Fiir den Vergleich im Kolorimeter gebraucht 
man Leem der Standardlésung von KH,PO,, die auf dieselbe Weise 
ebenso behandelt wurde. 

Da wir leider keine Méglichkeit hatten, uns mit den Arbeiten von 
Bell-Doisy und Briggs im Original bekannt zu machen, so mubten wir 
uns nach Referaten der Briggsschen Arbeit richten. Aber als wir den 
Phosphor in dieser Weise bestimmten, erwies es sich, daf die nach 
1 Stunde auftretende blaue Fiarbung fiir das Kolorimetrieren zu blab 
war, und auberdem bildeten sich nicht véllig entsprechende Schattie- 
rungen, die bald griinlich, bald rein blau waren, was natiirlich das 
Kolorimetrieren sehr erschwerte und es beinahe unmdglich machte. 
Auch wurden, ungeachtet des Hinweises darauf, da das Farbungs- 
maximum nach | Stunde erreicht ist, die fiir einige Stunden fort- 
gestellten Bestimmungen bedeutend dunkler, wobei die Farbe von 
hellblau in intensiv blau iiberging. Unter solchen Bedingungen ver- 
stiirkte sich aber die Farbung nicht genau im Verhaltnis zur P-Menge. 
Die Temperaturschwankungen im Laboratorium hatten auch einen 
betrichtlichen EinfluB auf die Farbung. 


Nachdem wir den Gang der Phosphorbestimmung etwas verandert 
hatten, gelang es uns, eine blaue. der Intensitaét nach fiir das Ver- 
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gleichen im Kolorimeter nach Dubosq ganz geeignete Farbung zu ge- 
winnen, die in strenger Abhangigkeit von der P-Menge sich veranderte 
und dabei immer die gleichen Schattierungen behielt. Die Veranderung 
bestand darin, daB nach Beigabe aller Reagenzien zum untersuchenden 
Stoffe (wie oben angefiihrt), alle Kélbchen oder Reagenzgliser fiir 
3 Minuten in ein kochendes Wasserbad gestellt wurden. Nach Ablauf 
dieser Zeit wurden alle Kélbchen gleichzeitig in ein Bad mit kaltem 
Wasser gebracht. Nach der Alskiihlung wird im Kolorimeter nach 
Dubosq kolorimetriert, in dem die Fliissigkeitssaule der Standardlésung 
auf 10mm festgestellt ist. 


0,025. 10 
Man berechnet nach der Formel: x mg. a ist die 


a 
Kolorimeterangabe. 
Wir fiihren einige nach dieser Methode ausgefiihrte Phosphor- 
bestimmungen an (Tabelle V): 


Tabelle V. 








P in mg Fehler "eas Fehler 
berechnet gefunden Riis berechnet gefunden —_ 
0,0125 0,012 70 +16 0.0375 0,036 80 — 137 
0.0125 0,012 30 —16 0.0375 0,038 01 + 136 
0.0175 0,017 35 — 0,85 0,0400 0,040 22 + 0,55 
0.0175 0,017 84 + 1,94 0.0400 0,040 85 + 2.12 
0,0225 0,022 72 + 0,96 0,0400 0,039 30 —17 
0,0225 0,023 01 + 2.27 0,0450 0,046 00 + 2,22 
0.0225 0,022 02 — 213 0,0450 0,045 80 + 177 
00325 0,031 65 — 2,30 0,0500 0,050 44 + 0.88 
0.0350 0,035 50 + 143 0,0500 0,050 18 + 0,36 
0.0375 0,036 92 —15 0,0500 0,051 21 +24 
0.0500 0,049 70 — 0,6 


Fiir die Bestimmung des organisch gebundenen Phasphors ist 
man genétigt, den Stoff zunichst der Verbrennung zu unterwerfen 
und in der tibriggebliebenen Asche den Phosphorgehalt zu bestimmen. 
Die Verbrennung ist folgendermaBen auszufiihren: Den gesamten 
Petrolatherextrakt der angewandten Hirnmenge bringt man in einen 
kleinen Tiegel, figt 3 Tropfen LOproz. Na,CO, hinzu, verdampft bis 
zur Trockne auf einem erwirmten Sandbade und verbrennt dann. Der 
Riickstand wird quantitativ unter Verwendung von 5 ccm destillierten 
Wassers in ein Reagenzglas mit Marke bei 10 com Volumen tibergefiihrt. 
Man fiigt alle notwendigen Reagenzien hinzu und verfaihrt wie oben 
erwahnt. Beispielsweise fiihren wir einige Phosphorbestimmungen im 
Lecithin und Kephalin an. Wir bereiteten eine Kephalinlésung von 
solcher Konzentration, dab | com — 0.0258 mg P enthielt (57,4 mg 
Kephalin in l00cem Petrolather) und eine Lecithinlésung mit 
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0.0349 mg Pin Leem (88,5 mg Lecithin in 100 cem Alkohol). Jeder 
Wert ist das Resultat von zwei bis drei Parallelbestimmungen 
(Tabelle V1). 

Tahelle VJ. 








Kephalin. Lecithin. 
P in mg P in mg 

Losung Losung 

poet berechnet getunden _— berechnet gefunden 
05 0.0129 0.0131 4 OO140 0.0137 
10 0.0258 0.0255 o8 0.0279 0.0277 
15 0.0387 0,0383 1.2 0.0419 0.0420 
20 0.0516 0.0521 16 0.0558 0.0561 


Die vollkommene Unléslichkeit des Kephalins in  absolutem 
Alkohol erméglicht es, in demselben Petrolatherextrakt auch die 
Kephalingruppe einzeln zu bestimmen. Die angewandte Hirnmenge 
wird mit Petrolither extrahiert und der Petrolather so lange ver- 
dunstet, bis auf dem Boden nur 2 bis 3 Tropfen tbriggeblieben sind. 
Zu dem Riickstand fiigt man 2,0 bis 2,5cem absoluten Alkohols hinzu 
und 1aBt alles einige Stunden (iiber Nacht) stehen. Unterdessen bildet 
sich ein geringer, aber deutlich wahrnehmbarer Kephalinniederschlag. 
Jetzt filtriert man alles durch ein kleines aschefreies Filter, indem man 
das Filtrat unmittelbar in den Tiegel sammelt. Das Reagenzglas und 
das Filter werden mit 2 ccm Alkohol ausgewaschen. Der Alkohol wird 
verdunstet, der Rest verascht und in der Asche P bestimmt, wie oben 
erwahnt. In dieser Weise bestimmt man die P-Menge aller ungesattigten 
Phosphatide mit Ausnahme des Kephalins. Da die P-Menge aller 
ungesattigten Phosphatide und der P der Phosphatide ohne Kephalin 
bekannt ist, so ist es leicht, den P-Gehalt des Kephalins und daraus 
das Kephalin in Milligrammén zu_ berechnen. : 


Zur Priifung nahmen wir eine Kephalin- und Lecithinlésung von 
solcher Konzentration, daB leem 0.03035 mg P enthielt, wovon 
0.01745 mg auf Kephalin und 0.01290 mg P auf Lecithin zu beziehen 
waren (28.7 mg Kephalin und 44,25 mg Lecithin in 100 ccm Petrol- 
ather gelést). Die Tabelle VII kann als Beispiel solcher Kephalin- 
bestimmung dienen. 

Tabelle V1. 





P des Kephalins in mg 


Lésung 
on getunden berechnet 
O4 0.0070 0.00698 
Os O.O138 0.01396 
12 0.0208 o02004 


1,6 0.0280 oo27e2 














| 
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III. Die Alkoholextraktion. Die mit Petrolather extrahierte Hirn- 
substanz wird nach dem Verdunsten mit Alkohol behandelt. In diesen 
Auszug geht die Gruppe der gesattigten Phosphatide und Cerebroside 
iiber. Zu ihrer Bestimmung benutzt man die Methode der Oxydation 
mittels Chromsaure, aber wie wir schon mitgeteilt haben!) bei der 
Oxydation der Lipoide nach J. Bang mittels Chromsaure — schwanken 
die Oxydationskoeffizienten in weiten Grenzen in Abhangigkeit von 
der fiir die Oxydation bendétigten Stoffmenge. So ist zum Beispiel bei 
der Oxydation von 


0,0446 mg Cerebrosid der Koeffizient 2,30 
0.3720 ., os - o 1,62 
14136 ,, se da = 1,14 


Daher galt es, solche Bedingungen auszuarbeiten, unter denen 
die Oxydation der Lipoide mittels Chromsaure gleichmabig vor sich 
gehen wiirde, nicht beeinfluBt von der Menge des zu oxydierenden 
Stoffes. In derselben Arbeit gelang es uns festzustellen, da} beim 
Erhitzen der Lipoide waihrend 2 Stunden in stark siedendem Wasser- 
bade mit einem Chromsauregemisch die Oxydationskoeffizienten aller 
einzelnen Stoffe ziemlich konstant bleiben. Bei der Oxydation der 
gesamten Alkoholextraktion (nach WS. Frdnkel) ist der Koeffizient 

2.85. 

Die bei der Alkoholextraktion geléste Lipoidmenge wird auf 
folgende Weise quantitativ bestimmt: 

Nachdem der Alkohol durch Erhitzen auf einem Sandbad verjagt 
ist, gieBt man zum Riickstand | ccm Iproz.NaQH hinzu und kocht bis 
zu villigem Verschwinden des Alkoholgeruchs. Nach dem Abkiihlen fiigt 
man 5 cem der zuvor bereiteten Chromsauremischung hinzu (1 g K,Cr,O, 
pro L00cem konzentrierter H,SO,) und erhitzt 2 Stunden lang auf 
siedendem Wasserbad. Nach Verlauf dieser Frist werden alle Reagenz- 
glaser gleichzeitig herausgenommen und in ein Bad mit kaltem Wasser 
gestellt. Dann fiihrt man den Inhalt des Reagenzglases mittels 100 bis 
150 cem destillierten Wassers in einen Erlenmeyerkolben von 250 ccm 
Inhalt tiber, fiigt 2 cem 10 proz. KJ hinzu und titriert mit n 10 Na, S,O, 
(Indikator 1 Proz. Starkelésung). Als Kontrolle dient eine Blind- 
analyse, 

Berechnung. Man zieht von der Zahl (a) der beim Titrieren der Kontroll- 
bestimmung verbrauchten Kubikzentimeter n/10 Na,8,O,. die Zahl (6) 
der Kubikzentimeter n/10 Na,S8,O,, die beim Titrieren der Versuchslésung 
verbraucht wurde, ab und dividiert die Differenz (a b), die der Menge 
Kubikzentimeter reduzierter n/10Chromsiure entspricht, dureh den 


') Wratschebnoje Djelo Nr. 8/9, 1924. 











Mikromethodik der quantitativen Bestimmung der Hirnlipoide. 303 


Faktor 2,85 und erhalt nun in Milligrammen die Menge der Lipoide der 
Alkoholextraktion: der Cerebroside und der gesiittigten Phosphatide. 


Die folgende Tabelle VILL gibt die chemischen Bestandteile einiger 
nach oben erwahnter Methode untersuchten Gehirne wieder. Die Werte 
bezeichnen den Bestand der einzelnen Gebhirne, sind aber keineswegs 
die Durchschnittswerte fiir die Gehirne der Tiere der betreffenden Art 
im allgemeinen. 

Tabeile VII. 





Pd. ungesattigten Cerebroside u. ge 


Cholesterin Phosphatide sattigte Phosphatide 


in Proz. der frischen Substanz 


Gehirnrinde des Menschen , 1.20 0.0522 25 
2 - - . 116 0.0504 2.4 
Me .  Kaninchens 117 0.0577 2.96 
° 9 m 132 0.0588 2.85 
- . Ochsen .. 151 0.0534 2.80 


Die vorliegende Methode der quantitativen Bestimmung der Hirn- 
lipoide in kleinen Mengen leidet an einer Reihe von Mangeln, wie z. B 
die Bestimmung der ungesittigten Phosphatide nach P die summa- 
rische Bestimmung der Lipoide der Alkoholextraktion. Die Methodik 
erfordert eine weitere Ausarbeitung, sie kann aber auch in dieser Form 
fiir das Studium der Biochemie des Gehirns in der von uns angegebenen 
Richtung, naimlich fiir das Studium der chemischen Bestandteile und 
der funktionellen Anderungen des Gehirns oder der Rinde nicht im 
ganzen, sondern eines jeden einzelnen Bezirks angewandt werden 


Herrn Prof. Dr. Alexander Palladin spreche ich meinen aufrichtigen 
Dank aus. 
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Uber die Chinasiure verwertenden Pilze und Bakterien. 


Von 
WI. Butkewitsch. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium des staatlichen Timirjazeff- 
Forschungsinstituts, Moskau.) 


(Eingegangen am 19. Mdrz 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei unseren in einer vorangegangenen Mitteilung') erérterten 
Versuchen konnten wir zeigen, daB die Entwicklung der Pilze auf 
Chinasaure stets von der intermediaren Bildung von Benzolderivaten, 
und zwar Protocatechusaiure und Brenzcatechin begleitet wird, und 
da den Pilzen, die nicht imstande sind, diese Umwandlung zu voll- 
ziehen, gleichzeitig auch die Fahigkeit abgeht, die Chinasiure als eine 
Kohlenstoffquelle zu verwerten. 

Unter den Pilzen der letzteren Kategorie haben wir Mucor racemosus 
naiher untersucht und festgestellt, daB dieser Pilz unfahig ist, die China- 
siure in die betreffenden Phenolverbindungen zu verwandeln und auf 
derselben zu gedeihen. Spater konnten wir uns davon tiberzeugen, 
daB dieselben Verhaltnisse auch bei den Hefearten anzutreffen sind, 
die diesem Mucor hinsichtlich ihres Stoffwechsels nahestehen, wobei 
sich die Ergebnisse Bokornys*) bestatigen lieBen, daB die Chinasaure 
der Hefe nicht als Kohlenstoffnahrung dienen kann. 

Bei unseren Versuchen wurden zwei Weinhefearten, Frohberg und 
Logos, gepriift*). Die Hefen gediehen mit chinasaurem Natrium und 
Ammoniumsalzen, als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle, weder auf 
fliissigem Nahrboden noch auf Agar. Auf denselben Nahrbéden fand 
aber eine gute Entwicklung statt, nachdem Zucker zugesetzt worden 
war. Bei der Einwirkung der auf dem Zuckernahrboden aufgezogenen 
Hefe auf die Lésung von chinasaurem Natrium lief sich die Bildung 
der die Farbreaktion mit Eisenchlorid gebenden Phenolverbindungen 


1) Wl. Butkewitsch, diese Zeitschr. 145, 442, 1924. 
*) Th. Bokorny, Centralbl. f. Bakt. (2) 47, 191 und 301, 1917. 
*) Die Ergebnisse Th. Bokornys beziehen sich auf Bierhefe. 
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nicht nachweisen, wenn auch die Versuche im Thermostaten bei einer 
Temperatur von 30° wochenlang dauerten. War aber der Lésung 
eine geringe Menge des Mycels von Citromyces glaber zugesetzt worden, 
so trat eine ganz deutliche Farbung schon am nachsten Tage auf. 

Derselbe Zusammenhang zwischen der Fahigkeit der Organismen, 
auf der Chinasiure zu gedeihen einerseits, und diese Saure in die be- 
treffenden Phenolverbindungen zu verwandeln andererseits, trat auch 
bei einer Reihe von Bakterien in Erscheinung, die von uns!) auf den 
Chinaséurenahrbéden aus verschiedenen Quellen isoliert wurden und 
von denen weiter unten noch zu sprechen sein wird. 

Aus allen soeben angefiihrten Angaben laBt sich schlieBen, dab 
der Ubergang von Chinasiure zu Phenolderivaten eine physiologisch 
wichtige, intermediare Umwandlung darstellt, durch welche die China- 
siure den sie verwertenden Organismen zuganglich wird. 

Dieser SchluB stimmt nicht mit der gegenwiartig in der Pflanzen- 
physiologie herrschenden Anschauung tiberein. dab die hydrierten 
Benzolderivate eine bessere Kohlenstoffquelle fiir Pflanzenorganismen 
darstellen als die Benzolverbindungen selbst, die man iiberhaupt fiir 
Nahrstoffe von geringerem Werte zu halten pflegt. So finden wir 
dariiber bei Fr. Czapek in seiner ,.Biochemie der Pflanzen‘ folgende 
Satze: 

,.Man kann behaupten, daB bei Phenolen und Phenolséuren die Eignung 
mit der Zahl der OH-Gruppen im allgemeinen wiachst, und da hydro- 
aromatische Verbindungen ungleich besser wirken als nichthydrierte 
Benzolderivate***). — ,,Wichtig ist es, daB Hydrobenzolderivate viel besser 
als Nihrstoffe taugen, als die ungesiittigten zyklischen Verbindungen. 
Inosit wirkt fiir Bakterien als guter Nahrstoff, und verschiedene Pilze 
nutzen Chinasiure und Quercit als gute Kohlenstoffquellen aus. Man kann 
daraus schlieBen, daB bei der Spaltung von Benzolderivaten im Stoffwechsel 
éfters partielle Hydrierung vorausgehen mag und hydrierte Benzolderivate 
leichter spaltbar sind, als nichthydrierte carbozyklische Verbindungen‘**), 

Wie aus unseren Versuchen ersichtlich ist, kommt bei der Aus- 
nutzung der Chinasiure durch die Pilze eine gerade umgekehrte Er- 
scheinung zur Geltung, und zwar eine vorausgehende Dehydrierung 
der hydrierten carbozyklischen Verbindung. Die Ansicht, daB ,,.Hydro- 
benzolderivate viel besser als Nahrstoffe taugen, als die ungesattigten 
zyklischen Verbindungen’, laBt sich tiberhaupt nicht als hinreichend 
begriindet anerkennen, da die Bedeutung der Konzentration bei der 
vergleichenden Schitzung des Nahrwertes von verschiedenen Ver- 
bindungen ungeniigend beachtet wurde. Der EinfluB der Konzentration 
tritt besonders in bezug auf die Verbindungen hervor, die giftige Eigen- 


') Von mir und von W. W. Perwozwansky, vgl. weiter unten. 
*) Fr. Czapek, Biochemie der Pflanzen 1, 387, 1913. 
3) Derselbe, ebendaselbst 8, 445, 1921. 
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schaften bei hdheren Konzentrationen aufweisen kénnen. Viele Benzol- 
derivate gehéren gerade zu solchen Verbindungen, und man kann sich 
deshalb iiber ihren Nahrwert eine richtige Vorstellung nur bei An- 
wendung derjenigen Konzentrationen machen, bei denen ihre giftige 
Wirkung noch nicht zum Vorschein kommt. 

Noch Naegli und Pfeffer wiesen darauf hin, daB einige Phenole und 
aromatische Séuren, die bei einer gewissen. Konzentration giftig sind, 
bei entsprechender Verdiinnung ihrer Lésungen den Mikroorganismen als 
Kohlenstoffnahrung dienen kénnen. 

Die Bedeutung der Konzentration bei der vergleichenden Priifung des 
Nahrwertes von Kohlenstoffverbindungen wurde aber besonders von 
Waterman') hervorgehoben. Durch seine Versuche mit Penicillium glaucum 
zeigte er fiir eine Reibe von Phenolen und Oxybenzoesiéuren, daB8 viele von 
diesen mehr oder weniger gut als Kohlenstoffquelle von dem Pilz verwertet 
werden kénnen, wenn die Konzentration unter eine gewisse Grenze herab- 
gesetzt wird. Aus den Angaben Watermans ist auBerdem ersichtlich, daB 
der Nihrwert der Polyphenole und ihrer Carbonsiuren nicht nur durch 
die Zahl, sondern auch durch die relative Verteilung von Hydroxylgruppen 
im Benzolring bestimmt wird. 

Dasselbe ergibt sich auch aus den weiter unten angefiihrten Er- 
gebnissen unserer Versuche mit den Pilzkulturen auf verschiedenen 
Polyphenolen. Von besonderem Interesse ist aber die durch diese 
Versuche festgestellte Tatsache, dab gewisse Polyphenole bei geeigneten 
niedrigeren Konzentrationen weder der Chinasaure, noch auch den 
Zuckerarten im Nahrwert nachstehen. 


Vergleichende Versuche mit den Pilzkulturen auf Polyphenolen, Chinasiure 
und Zucker. 

In diesen Versuchen trat Brenzcatechin als ein iibliches Um- 
wandlungsprodukt der Chinasaiure bei ihrer Verwertung durch die 
Pilze in den Vordergrund des Interesses?). Die Lésungen von | Proz 
Gehalt an Brenzcatechin sind fiir die Pilze stark giftig. In solchen 
Nahrlésungen findet nicht nur gar keine Entwicklung statt, sondern 
auch ein rasches Absterben der vorher auf Zucker aufgezogenen Pilz- 
decken, was sich durch eine bald auftretende, dem abgestorbenen 
Mycel eigentiimliche Kontraktion derselben nachweisen abt. Die 
iibrigen gepriiften Polyphenole werden von den Pilzen in viel héheren 
Konzentrationen als Brenzcatechin vertragen. 


1) H. J. Waterman, Centralbl. f. Bakt. (2) 42, 639, 1915. 

2) Die ein Hauptprodukt dieser Umwandlung bildende Protocatechu- 
siure stand nicht zu unserer Verfiigung, und deshalb konnte sie nicht bei 
den Versuchen gepriift werden. Protocatechusiiure scheint von den Pilzea 
in viel héheren Konzentrationen als Brenzeatechin vertragen zu werden. 
Auf I proz. Lésung dieser Siure konnte Waterman (\. ¢.) noch ein ziemlich 
gutes Wachstum von Penicillium glaucum beobachten. 
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Bei den weiter unten folgenden Versuchen wurden dic gepriiften 
Verbindungen in den Konzentrationen von 0,03 bis 0,5 Proz. zur An- 
wendung gebracht. Die Kulturen enthielten stets je 50 cem Nahrlésung. 


Versuchsrethe 1. 

In dieser Versuchsreihe wurde das Wachstum von Aspergillus niger 
und Citromyces glaber auf Rohrzucker, Brenzcatechin, Resorcin, Hydro- 
chinon und Pyrogallol mit demselben Prezentgehalt der Niahrlésungen 
an diesen Verbindungen der vergleichenden Priifung unterzogen. Die an- 
gewandten Nahrlésungen enthielten je 0,1 Proz. der genannten Kohlen- 
stoffverbindungen und auBerdem 0,05 Proz. NH,NO, und 0,1 Proz. Salze 
(mit Zink). Die Kulturen von Aspergillus niger wurden im Thermostaten 
bei 30° und die von Citromyces glaber bei Zimmertemperatur von etwa 20° 
stehengelassen. 

Am besten, besonders bei Aspergillus niger, entwickelte sich die 
Pilzdecke in der Kultur auf Brenzcatechin. Am zweiten Tage nach 
der Impfung bildete sich hier eine ziemlich dichte, weibe Decke. In 
dieser Kultur entstanden die Conidien spater und sparlicher als in der 
Zuckerkultur; in der letzteren war aber die Decke bedeutend schwacher 
und lockerer. Auf den anderen Phenolen verlief die Entwicklung 
anfangs etwas langsamer als auf Zucker, spiter wuchsen aber die Pilz- 
decken ebenso wie auf Zucker, und zum Schlusse des Versuchs standen 
sie diesen in ihrer Entwicklung nicht nach. Nach einer Woche wurden 
die Kulturen durch Erhitzen im Kochschen Sterilisator abgetétet, die Pilz- 
decken von der Kulturfliissigkeit abgetrennt, getrocknet und gewogen. 


Tabelle I. 
Pilzdeckengewicht in Milligrammen auf 50 cem Nahrlésung. 





Aspergillus niger Citromyces glaber 


Mit 0,1 Proz. Rohrzucker ....... 13,7 12.3 
. O22 , Mieppembediin ..... « 19,0 187 
7 ° Oe OU eee 13,9 14,9 
oo Bee lll ee 16,0 14.3 
oo cot Og gh ah 11,3 13,9 


Die weiter unten folgenden Versuche wurden mit Aspergillus niger 
angestellt. 

Versuchsreihe 2. 

In dieser Versuchsreihe wurden die Kulturen auf den bei den vorigen 
Versuchen gepriiften Phenolen und auBerdem noch auf Dextrose, Liivulose, 
Chinasture und Phloroghucin aufgestellt. Die Kohlenstoffverbindungen 
wurden in drei verschiedenen Konzentrationen fiir die Kulturen angewandt. 
die in der Tabelle angegeben sind. Die Entwicklung des Pilzes auf den 
verschiedenen Verbindungen gab im allgemeinen dasselbe Bild wie in der 
vorigen Versuchsreihe. Bei niedrigeren Konzentrationen wuchs der Pilz 
am besten auch hier auf Brenzcatechin, und auf Chinaséure zeigte er eine 
fast ebenso gute Entwicklung wie auf Zuckerarten. Auf der 0,5proz. Lésung 
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von Brenzcatechin trat gar keine Entwicklung, sogar keine Keimung 
zutage, auch dann nicht, wenn dieser Nahrlésung Zucker zugesetzt worden 
war. In dieser Konzentration wirkte das Brenzcatechin giftig. Auf Phloro- 
glucin fand nur Keimung der Conidien und Bildung von kleinen Mycel- 
flocken statt; dieses Phenol war in den angewandten Konzentrationen 
ungiftig, es konnte dem Pilze aber nicht als Kohlenstoffnahrung dienen. 

Die Kulturen auf der 0,1 proz. Lésung von Dextrose, Lavulose, China- 
siure und Brenzcatechin wurden in drei Serien aufgestellt, die nach 2, 
5 und 9 Tagen der Analyse unterworfen wurden. Schon in der ersten 
Serie wurde der Zucker und das Brenzcatechin fast ganz verbraucht. In 
dieser Versuchsreihe wurden die Kulturen wie in der vorigen im Thermo- 
staten bei 30° stehengelassen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle II zu- 
sammengestellt. 

Tabelle 11. 





Konzentration, Proz.. . . . . .« 05 01 0,05 
Kulturdauer, Tage ....... ) 2 5 9 9 
Mit Dextrose ..... 74.0 13,7 15,0 13,8 6.7 
= Be 4 ss 3 78.5 14.3 15,1 15.3 V7 

» Chimesiere ... .; 62,3 13,9 13,9 12.9 7.0 

. Brenzcatechin . . . 0 19,0 19,7 18,7 9.7 

. Hydrochinon ... 70.0 _ — 15.5 8.2 

65.8 — — 16,1 8.5 

i ES. eo 48.5 -~ — 10,7 6,2 

Phloroglucin .. . 0 — — 0 0 


Aus den angefiihrten Angaben ergibt sich, daB der relative Nahr- 
wert der verschiedenen Kohlenstoffverbindungen bei den Konzen- 
trationsveranderungen nicht bestandig bleibt. Bei héheren Konzen- 
trationen ernahren die Zuckerarten besser als die Phenole. bei niedrigeren 
verschiebt sich aber der Nahrwert zugunsten der letzteren. Besonders 
deutlich kam diese Erscheinung bei Brenzcatechin zur Geltung. 

Es war auffallend, daB die Pilzdeckengewichte auf Zucker und 
Brenzcatechin bei den in den vorliegenden Versuchen gepriiften 
niedrigeren Konzentrationen fast umgekehrt proportional ihren Mole- 
kulargewichten waren. Daraus ging hervor, daB der molare Nahrwert 
dieser Verbindungen unter den angegebenen Konzentrationen beinane 
gleich ist, und dieser SchluB fand eine Bestatigung in den nachfolgenden 
Versuchen, bei denen d@quimolare Konzentrationen angewandt wurden. 


Versuchsrethe 3. 

In dieser Versuchsreihe wurden die Kulturen von Aspergillus niger 
auf Dextrose, Chinasiure, Brenzcatechin und Dextrose + Brenzcatechin 
mit denselben Salzen, wie in den vorigen Versuchen, aufgestellt. Die 
Kohlenstoffverbindungen wurden in m/200 Léisungen angewandt. Man 
stellte je zwei Kulturen mit jeder Naihrlésung auf und lie®B die Kulturen 
4 Tage im Thermostaten bei 30° stehen. Nach Verlauf dieser Zeit war der 
Zucker und das Brenzcatechin in allen Kulturen ganz verbraucht. Die 
Wagung der Pilzdecken ergab die folgenden Resultate. 
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Tabelle 111. 


Pilzdeckengewicht in Milligrammen auf 50cem Nahrlésung. 





. . Durchschn.-. 
Serie 1 Serie 2 Werte 
Mit Dextrose, m 200, d. h. 0,09 proz. . . . 14.5 13.5 14.0 
Chinasaure, m/200, d. h. 0,096 proz. . . 14.0 14.0 14.0 
. Brenzcatechin, m 200, d. h. 0,055 proz. . 13,0 13,0 13,0 
. Dextrose + Brenzeatechin (je m/200) . 27.5 27.0 27,2 


Unter den gegebenen Versuchsbedingungen entwickelten sich also 
die Pilzdecken auf den aquimolaren Lésungen der gepriiften Sub- 
stanzen beinahe gleich. 

Versuchsreihe 4. 


In dieser Versuchsreihe wurden aquimolare Dextrose- und Brenz- 
catechinlésungen von verschiedener Konzentration, und zwar m/40, m/80, 
m/160 und m 320 (mit den Salzen, wie in den vorigen Versuchen) gepriift. 
Die Kulturen in zwei Serien aufgestellt und bei der Temperatur von 27° 
pair age ig Die erste Serie, abgesehen von der Kultur mit m/40 Brenz- 
catechin, die keine Entwicklung und nur eine eben bemerkbare Conidien- 
keimung aufwies, wurde nach 2 Tagen, die zweite nach 4 Tagen und die 
soeben erwahnte Kultur der ersten Serie mit Brenzcatechin nach 7 Tagen 
der Analyse unterworfen. Dabei wurden die Gewichte der getrockneten 





Tabelle IV. 
Konzentration in Mol .......... : 1, 1), Us60 Lisee 
Kulturen aut Dextrose Kulturdauer 2 Tage 
Pilzdeckengewicht in mg . . . 36.5 21,0 13,5 78 
Reduktion mit Fehlingscher Ls 
sung in Kulturfliissigkeit . . . stark bedeutend schwach | s. schwach 
Kulturdauer 4 Tage 
Pilzdeckengewicht in mg . . 69.5 35.0 16,8 8.2 
Reduktion mit Fehlingscher Ls 
sung in Kulturfliissigkeit . . . — s. schwach nicht vorhanden 
Kulturen auf Brenzcatechin Kulturdauer 2 Tage 
Pilzdeckengewicht in mg. . 0 9.0 12.0 7.6 
Farbung d. Kulturfliissigkeit mit 
FeC ls und Na,C ee —_ stark bedeutend — s. schwach 
Kulturdauer 4 Tage 
Pilzdeckengewicht in mg . . 34.5 27,7 15,0 8.6 
Farbung d. Kulturfliissigkeit mit 
PeCi, und Na,CO,.....-. stark  s.schwach nicht vorhanden 
Kulturdaver 7 Tage 
Pilzdeckengewicht in mg . . 55.5 — — - 


Farbung d. Kulturfliissigkeit mit 
FeCl, und Na,CO,... . . nicht vorb — _— 
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Pilzdecken bestimmt und die Kulturfliissigkeiten auf restierenden Zucker 
bzw. Brenzcatechin mit Fehlingscher Lésung bzw. mit Eisenchlorid und 
Soda gepriift. Alle Kulturen enthielten je 50 ccm Nahrlésung. Die Er- 
gebnisse der Analyse sind in der Tabelle IV zusammengestellt. 

—_ 


Die in der Tabelle angegebenen Pilzdeckengewichte sind auf Abb. | 
graphisch dargestellt. 

In der Zuckerkultur sind die Pilzdeckengewichte den Konzen- 
trationen fast genau proportional. Bei den héheren Konzentrationen 
wies Brenzcatechin schon eine hemmende Wirkung auf, die noch in 





8 


Pilzdechengewicht inmg 
= 
_s 











Monzentration in Molen 
Abb. 1. 


m/160 Lésungen bis zu einem gewissen Grade zutage trat. Auf 
m/320 Lésungen entwickelte sich der Pilz mit Brenzcatechin bereits 
ebensogut wie mit Zucker. 

Dasselbe Bild haben wir auch in .der folgenden Versuchsreihe, 
in der die Nahrlésungen dieselbe Zusammensetzung hatten, wie bei 
den vorigen Versuchen, aber ohne Zink zur Anwendung kamen. 


Versuchsrethe 5. 


Es wurden je drei Kulturen auf Dextrose- und Brenzcatechinlésungen 
von verschiedenen Konzentrationen, und zwar m 80, m/160 und m 320 
aufgestellt. Man lie®B die Kulturen im Thermostaten bei 32° 2 Tage stehen 
und unterwarf sie dann der iiblichen Analyse, deren Resultate weiter unten 
angegeben sind. Die Conidien waren in den Brenzeatechinkulturen schwacher 
entwickelt, als in den Zuckerkulturen, und dieser Unterschied nahm mit 
der Konzentration zu, was auch bei den vorigen Versuchen beobachtet 
werden konnte. Zum SchluB des Versuches waren Zucker und Brene- 
eatechin in allen Kulturen ganz verbraucht. 
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Tabelle V. 
Pilzdeckengewicht in mg auf 50 ccm Nahrlésung. 





Kenssntestionss 2 Mises . 1. ttt tee tees Leo L/s60 ! 320 
ED ee a ee ae ee 33,2 16.2 8.6 
I a a Re he 8 ee 27,8 148 8,2 


bal 


Aus unseren Versuchen sowie aus den oben erwahnten Beobachtungen 
Watermans ergibt sich, daBb nicht nur die Zahl der Hydroxylgruppen, 
sondern auch ihre Verteilung im Benzolring fiir die Ausnutzung der 
Polyphenole durch die Pilze maBgebend ist. So ist das Phloroglucin 
in den gepriiften Konzentrationen fiir die Pilze ganz unschadlich, 
jedoch wird es, im Gegensatz zu Pyrogallol und Diphenolen, von den 
Pilzen gar nicht oder fast gar nicht zur Nahrung verbraucht'), und 
die Diphenole taugen als Nahrstoffe besser als Pyrogallol, obgleich 
dieses mehr Hydroxylgruppen als die ersteren enthalt. Was die Di- 
phenole betrifft, so erwies sich das Brenzcatechin, das bei héheren 
Konzentrationen (0,5 Proz.) am _ giftigsten wirkte, in schwacheren 
Lésungen als die beste Kohlenstoffquelle, und in geeigneter Konzen- 
tration iibertraf es nicht nur Chinasaure, sondern auch Zucker. Im 
gegebenen Falle kénnen die Giftigkeit und der Nahrwert bis zu einem 
gewissen Grade in einem bestimmten Verhaltnis zueinander stehen, 
indem sie durch dieselbe Ursache bedingt werden, die auf einer héheren 
Oberflachenaktivitat hinsichtlich der Plasmabestandteile beruhen kann. 
Die Aktivitat der zur Verfiigung der Zelle stehenden Substanz fiihrt 
zu einer narkotisierenden und tétenden Wirkung bei héheren Kon- 
zentrationen und beschleunigt die Ausnutzung der Substanz als eines 
Nahrstoffs bei niedrigeren Konzentrationen. In der letzteren Beziehung 
muB die Oberflachenaktivitat nicht allein die Aufnahme der Substanz 
durch die Zelle férdern, sondern auch die Verarbeitung im Proto- 
plasma, da diese sich hauptsaichlich an den Grenzoberflachen der 
Plasmaphasen zu vollziehen scheint *). 

Bei niedrigeren Konzentrationen stehen die stark oberflachen- 
aktiven Stoffe (ceteris paribus) in bezug auf die Aufnahme und die 





1) Diese Ergebnisse fiir Phloroglucin stimmen mit denen von Bokorny 
iiberein, der auch keine Entwicklung von Mikroorganismen auf Phloro- 
glucinnahrlésungen beobachten konnte. Th. Bokorny, Centralbl. f. Bakt. 
(2) 30, 1911; 47, 201, 1917. Nach Waterman (l.¢.) wiichst Penicillium 
glaucum auch auf diesem Phenol. 

2) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921; Wo. Ostwald, Kolloid- 
Zeitschr. 38, 356, 1923; P. Girard et M. Platard, C. r. 178, 1393, 1924; 
P. Girard, ebendaselbst 178, 1847, 1924; J. Traube, diese Zeitschr. 152, 
358, 1924; E. Abderhalden und A. Fodor, Fermentforsch. 1, 533. 1916; 
A. Fodor, Fermentproblem 1922. 
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Kondensation an den Phasengrenzoberflichen unter giinstigeren Be- 
dingungen zur Verarbeitung und Ausnutzung von lebenden Zellen 
als die inaktiven Stoffe, fiir die der osmotische Druck von ausschlag- 
gebender Bedeutung sein soll'). Der wichtige Vorzug der letzteren im 
Vergleich zu den ersteren besteht jedoch darin, daB sich jene in den 
Zellen in bedeutenden Mengen ohne Plasmabeschidigung anhaufen 
kénnen. Die weite Verbreitung von Kohlehydraten im Pflanzenreich 
wird wahrscheinlich teilweise auch durch die soeben genannte 
Eigenart bedingt und nicht nur durch die besondere Fiahigkeit 
dieser Verbindungen, als Material zum Aufbau der lebenden Zellen 
zu dienen. 

Im Zusammenhang mit den oben angefiihrten Ergebnissen und 
Erwagungen verdienen einige SchluBfolgerungen von Waterman Be- 
achtung, die in seiner schon zitierten Arbeit zu finden sind. Von seinen 
Beobachtungen iiber die Entwicklung von Penicillium glaucum auf 
Phenolen und Phenolséiuren ausgehend, kommt er zu dem SchluB, 
daB ,,eine niedrige Konzentration einer Verbindung, die in gréBeren 
Quantitaten schadlich wirkt, im allgemeinen eine raschere Entwicklung 
hervorruft als dieselbe Konzentration einer anderen, weniger schadlichen 
Verbindung. Diese SchluBfolgerung léBt sich freilich nicht zu weit 
verallgemeinern, aber sie scheint innerhalb bestimmter Grenzen in 
bezug auf diejenigen Stoffe Anwendung zu finden, die nach der Art 
ihrer Verarbeitung in der lebenden Zelle bis zu einem gewissen Grade 
chemisch analog sind. 


Bei héheren Konzentrationen (0,1 bis 0,3 Proz.) nach den Beob- 
achtungen Watermans — entwickelte sich der Pilz ziemlich gut auf Gallus- 
und Protocatechusiure und gar nicht oder fast gar nicht auf p-Oxybenzoe- 
siure; in schwicheren Lésungen verlief aber die Entwicklung auf der 
letzteren Siaure besser als auf den zwei ersteren. Weiter lieB sich, nach 
Waterman, bei niedrigeren Konzentrationen, ein besseres Wachstum des 
Pilzes auf Phenol als auf p-Oxybenzoesiure beobachten, bei héheren Kon- 
zentrationen kehrte sich das Verhaltnis um. 


Dieselben RegelmaBigkeiten lassen sich auch in den Ergebnissen 
unserer Versuche bemerken, wenn man die Verinderungen im rela- 
tiven Nahrwert von Brenzeatechin und anderen Phenolen wie auch 
von Brenzcatechin und Zucker bei verschiedenen Konzentrationen 


verfolgt. 


1) Es ist auch wohl méglich, daB die Giftigkeit und der Nahrwert 
der Kohlenstoffverbindungen durch die chemische Aktivitat derselben 
verursacht werden. Dann miissen die dem Brenzcatechin zukommenden 
physiologischen Eigenschaften mit seiner héheren chemischen Aktivitit 
verbunden werden. Das Phloroglucin kann dagegen seiner geringeren 
Aktivitat gemaB8 weder als Gift noch als Nahrstoff wirken. 
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Nehmen wir die Pilzdeckengewichte in den Kulturen auf Dextrose 
mit 100 an, so driicken sich die oben angefiihrten Ergebnisse der Ver- 
suchsreihe 2 in den folgenden Zahlen aus: 


Pilzdeckengewichte. 





Konszentration in Pros. .... 2.22202 05 0.1 0.085 
Pi ee ss hei kiw « 100.0 100,0 100.0 
ee a ee 84,2 93,5 104.5 
i “aaa 0 135.5 145.0 
0 ee 94.6 112.3 122,4 
PO RAS a 84.0 116.7 127.0 
“<<. . eee 65,6 77,5 92.5 


Nach Abnahme der Konzentration nimmt das Pilzdeckengewicht 
auf allen Phenolen im Vergleich mit dem auf Zucker zu. Was das 
Brenzcatechin anlangt, so wachst der Pilz auf einer 0,5proz. Lésung 
desselben gar nicht, bei niedrigeren Konzentrationen verlauft aber die 
Entwicklung auf diesem Diphenol bedeutend besser als auf anderen 
Phenolen und auf Zucker. 

Die Ergebnisse der vorliegenden, ebenso wie der vorigen Versuche ') 
geben keine Veranlassung anzunehmen, daB die Kohlehydrate als eine 
Zwischenstufe bei der Verwertung der Chinasaure durch die Pilze 
fungieren”). Unter normalen Bedingungen der Kultur, sowie auch 
bei relativem Stickstoffmangel*) gelang es uns nur, die betreffenden 
Phenolderivate, aber niemals Zucker in den Pilzkulturen auf China- 
siure nachzuweisen. Wiirde sich letzterer in diesen Fallen als ein 
intermediares Umwandlungsprodukt von Chinasaure bilden, so miibte 
sein Verbrauch durch die lebenden Zellen bei ganz unbedeutenden 
Konzentrationen statthaben, d. h. unter solchen Bedingungen, bei 
denen die sich in den Pilzkulturen auf Chinasaure stets bildenden 
und oft anhiufenden Phenolverbindungen ebensogut wie Zucker 
oder vielleicht sogar besser als dieser von den Pilzen verbraucht 
werden. 

Wenn auch den Pflanzenzellen meist die Fahigkeit zukommt, 
die verschiedenen, im UberschuB zu ihrer Verfiigung stehenden Kohlen- 
stoffverbindungen in Kohlehydrate umzuwandeln und diese aufzu- 
speichern — eine Fahigkeit, die z. B. unter anderem bei dem Verbrauch 
der Fettreserven in gekeimten Olsamen in bedeutendem MaBe in Er- 
scheinung tritt —, so ergibt sich daraus bei weitem noch nicht, dab 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 145, 442, 1924. 

2) Vgl. S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 236, 1920; 
S. Kostytschew und M. Ajanassjewa, Jahrb. f. wiss. Bot. 60, 628, 1921. 

') Wl. Butkewitsch, diese Zeitschr. 145, |. c. 
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die Kohlehydrate eine obligatorische Zwischenstufe bei der Ausnutzung 
der verschiedenen Kohlenstoffverbindungen durch lebende Proto- 
plasten darstellen miissen. In diesen Fallen scheinen die Kohlehydrate 
die Rolle der zum weiteren Verbrauch leicht zuganglichen zeitweiligen 
Reserve zu spielen, die auch bei héheren Konzentrationen fiir die 
Zelle unschadlich sind. Weiter ist es von Wichtigkeit, dab diese Reserve- 
stoffe in einem bestimmten Grade ihrer Anhaufung durch Kondensation 
leicht in kompliziertere Polymere und auf diesem Wege auch in einen 
unléslichen Zustand iibergehen kénnen’). 

Von diesem Standpunkt laBt sich die Rolle der Kohlehydrate 
mit der des Asparagins bzw. des Harnstoffs vergleichen, soweit sich 
diese auch als eine zeitweilige Stickstoffreserve in den Pflanzenzellen 
aus verschiedenen Stickstoffverbindungen bilden, wenn dieser Stickstoff 
nicht sofort zum Aufbau der lebenden Zellen verwendet werden 
kann. Die Kohlehydrate kénnen ebensowenig als intermediare Um- 
wandlungsprodukte von Kohlenstoffverbindungen angesehen werden 
wie die erwihnten Amide als die Produkte von Stickstoffverbin- 
dungen. Als eine wirkliche Zwischenstufe bei der Verarbeitung der 
Amide in den Pflanzenzellen tritt meist das Ammoniak auf, das 
sich intermediar auch beim Verbrauch des Asparagins und des 
Harnstoffs bildet?). 

Welche Stoffe als wirkliche Zwischenprodukte bei der Ver- 
wertung von Kohlenstoffverbindungen, eingeschlossen auch die Kohle- 
hydrate, in den lebenden Zellen auftreten, laBt sich zurzeit noch 
nicht mit Sicherheit beantworten*). Diese aktiven Elemente sind ja 
wahrscheinlich von einer derartigen Beschaffenheit, daB sie von den 
lebenden Zellen nur in geringen Konzentrationen vertragen werden 
und sich dort nicht in so groben Mengen wie die Kohlehydrate 
anhaufen kénnen. 

Was die Wege anbetrifft, welche bei der Umwandlung der Kohle- 
hydrate wahrend ihres Verbrauchs durch die lebenden Zellen beschritten 
werden, so sprechen die vorliegenden Tatsachen dafiir, daB sich dieser 
Vorgang nicht iiberall in gleicher Weise vollzieht. So erweisen sich 


1) Eine physiologisch wichtige Eigenartigkeit der Zuckerarten besteht 
auch in ihrer Fahigkeit zur Isomerisation, durch welche Modifikationen 
von verschiedenen chemischen und physikalischen Eigenschaften entsteher 
kénnen. Vgl. H. J. Hamburger, Ergebn. d. Physiol. 28, 77 (120), 1924. 

2) WI. Butkewitsch, Die regressive Metamorphose der Eiweibstoffe 
in héheren Pflanzen usw. 1904 (russisch) und diese Zeitschr. 16, 411, 1909; 
41, 431, 1912: D. Prianischnikow, ebendaselbst 150, 407, 1924; N. N. 
Iwanoff, ebendaselbst 154, 376, 391, 1924. 

3) Vel. C. Neuberq und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 151, 167 und 169, 
1924, 
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die Alkoholgarungsorganismen, wie Hefe und gewisse, ihr nahestehende 
Mucorarten, als unfaihig, Hexosen direkt unter Bildung von Sauren, 
wie Glucon-, Citronen-, Oxalsiure, zu oxydieren. Bekanntlich fehlen 
bei den Hefearten nicht ganz und gar oxydative Umwandlungen. 
Abgesehen von garenden Hexosen, sind sie imstande, sich mit einer 
Menge von anderen Kohlenstoffverbindungen zu ernahren, wobei 
diese Verbindungen nur in Gegenwart von freiem Sauerstoff mit 
Hilfe der oxydativen Vorgiinge in den lebenden Zellen verwertet 
werden'). Der oxydative Mechanismus scheint aber bei den Hefen 
und den ihnen nahestehenden Mucorarten in anderer Weise zu 
funktionieren als bei den Aspergillaceen. Das geht nicht nur aus 
den Beziehungen zu den Hexosen hervor, sondern auch aus denen zu 
der Chinaséure, die von der Hefe und gewissen Mucorarten weder in 
Phenolverbindungen verwandelt, noch als eine Kohlenstoffquelle ver- 
wertet werden kann. 

Der Hefe geht gleichzeitig auch die Fahigkeit ab, auf verschiedenen 
Benzolverbindungen zu gedeihen, die von anderen Pilzen gut verwertet 
werden kénnen. Th. Bokorny*) untersuchte die Beziehungen der Hefe 
zu Phenol, Brenzcatechin, Hydrochinon, Resorcin, Phloroglucin, 
Pyrogallol, Gallussiure, Digallussiure, Salicylsaure (o-Oxybenzoesiure), 
p-Oxybenzoesaure, Benzoesiure und kam zu dem Ergebnis, daB alle 
diese Verbindungen der Hefe nicht als Kohlenstoffnahrung dienen 
kénnen, sogar dann nicht, wenn sie in stark verdiinnten Lésungen von 
0,1 bis 0,05 Proz. angewandt werden. 

Diese Ergebnisse Bokornys kénnen wir auch durch eigene Beob- 
achtungen erganzen, nach denen sich Mucor racemosus ganz unfahig 
zeigte, auf den Nahrlésungen mit Brenzcatechin zu wachsen, auf denen 
viele andere Pilze sehr gut gediehen. 

Damit laBt sich also ein bestimmter Zusammenhang in dem Ver- 
haltnis der Pilze zu der Chinasiure und Benzolderivaten nachweisen. 
Wie sich aus den vorliegenden Tatsachen ergibt, scheint die Chinasaure 
nur fiir diejenigen Pilze als Kohlenstoffnahrung dienen zu kénnen, 
die imstande sind, Benzolderivate zu verwerten. Dadurch bestatigt 
sich wiederum unsere vorige SchluBfolgerung, dab die Chinasaure 
gerade iiber die Phenolverbindungen zur Nahrung verwertet wird. 


1) Vgl. Th. Bokorny, Centralbl. f. Bakt. (2) 47, 191 und 301, 1917; 
50, 23, 1920; O. Fiirth und J. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144; 182, 165, 1922; 
FP. Lieben, ebendaselbst 135, 240, 1923; H. Lundin, ebendaselbst 141, 
310, 342; 142, 454, 463, 1923; K. Myrbdck und B. Everitt, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 189, 272, 1924. 

*) Th. Bokorny, Centralbl. f. Bakt. (2) 47, 1. e. — In diesem Zusammen- 
hang ist daran zu erinnern, daB Peroxydase in Hefe, nach A. Bach, felt. 
A. Bach, Fermentforschung 1, 197, 1916. 
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Mit den Besonderheiten des oxydativen Mechanismus sind wahr- 
scheinlich auch einige andere Eigenarten bei der Verwertung der Kohlen- 
stoffverbindungen durch die oben besprochenen Pilzarten verbunden. 
Diese besonderen Eigenschaften zeigen sich z. B. in bezug auf ein- 
wertige gesattigte Sauren der Fettreihe und auf Aminosauren. 

Unter den Fettsiuren vermégen, nach £. Laurent'), die Bier- und 
Weinhefen nur die Essigsiure zur Nahrung zu verwerten, wahrend 
andere Pilze auBer dieser auch auf héheren Homologen dieser Reihe 
wachsen kénnen®). Nach den Beobachtungen von F. Ehrlich®) 
kann die Hefe auf den Nahrsubstraten, die als einzige Kohlen- 
stoffquelle Aminosiuren (Leucin, Glutaminsaure, Tyrosin) ent- 
halten, weder gedeihen, noch eine Desaminierung derselben hervor- 
bringen. Der letzte Vorgang kommt bei der Hefe unter Verwertung 
des abgespaltenen Stickstoffs durch die wachsenden Zellen nur in 
Gegenwart vergirender Zucker zur Geltung. Was die Schimmel- 
pilze betrifft, so wachsen sie bekanntlickh auch auf den Aminosiuren 
allein in Abwesenheit anderer Kohlenstoffquellen. Dabei vollzieht 
sich die Desaminierung unter Freiwerden des Stickstoffs in Gestalt 
von Ammoniak, das sich zum Teil im Nahrsubstrat anhauft, was 
bei der Hefe nie stattfindet. 

Der Desaminierungsvorgang ist, wie durch unsere Versuche fest- 
gestellt wurde, oxydativer Natur und tritt bei den Schimmelpilzen 
nur in Gegenwart von freiem Sauerstoff in Erscheinung. Die Des- 


‘aminierung der Aminosiéuren wird von der Oxydation der vom Stickstoff 


befreiten Kohlenstoffkomplexe zu Oxal- und Kohlensiaure begleitet, 
was in den Pilzkulturen auf Aminosauren, wie auch auf Pepton, das 
zunachst auch zu Aminosduren abgebaut wird, beobachtet werden 
kann‘). Der DesaminierungsprozeB verliuft bei der Hefe, wie aus 
den Versuchen von Neubauer und Fromherz®) hervorgeht, auch auf 
oxydativem Wege, aber dieser Oxydationsvorgang kann nach F.. Ehrlich 
nur in Gegenwart von garendem Zucker zur Geltung kommen. Also 
scheint es sich auch hier bei der Hefe und bei den anderen Pilzen nicht 
um ganz gleichartige Oxydationsvorginge zu handeln. 


') E. Laurent, Ann. soc, Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

2) Vgl. Th. Bokorny, Centralbl. f. Bakt. (2) 47, 1. ¢. 

3) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 36, 477, 1911; vgl. auch F. Lieben, eben- 
daselbst 182, 180, 1922. Es gibt jedoch Beobachtungen iiber das Wachtum 
der Hefe auf Aminosauren, die mit denen von Ehrlich nicht iibereinstimmen. 
Vgl. Th. Bokorny, Centralbl. f. Bakt. (2) 47, l. ¢.; 49, 321, 1920 (Ref.). 

4) WI. Butkewitsch, Jahrb. f. wiss. Bot. 38, 147, 1902; Sammelwerk 
K. A. Timirjazeff gewidmet 1916, 8. 457 (russisch); diese Zeitschr. 129, 
145 und 155, 1922. 

5) O. Neubauer und Fromherz, Zeitschr. f. physiol. Chem, 70, 326,1911. 
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Aus den oben erérterten Angaben unserer Versuche ergibt sich, 
daB die Entwicklung auf Chinasdure und auf Phenolen die Uberfiihrung 
der ersteren in die letzteren und die oxydative Umwandlung des Zuckers 
unter Bildung von Sauren, wie Glucon- und Citronensaure'), einen 
Komplex von Erscheinungen bilden, die bei den Pilzen im allgemeinen 
insgesamt auftreten bzw. ganz fehlen. Dies laBt sich durch die folgende 
Zusammenstellung veranschaulichen. 





Entwicklung Umwandlung Saurebildun 
aut Chinasaure der Chinasaure ee 
und Phenolen in Phenolverb. euf Zucker 

Me Tg 5 ts he 6 + + + 
Citromyces glaber ........ + + + 
Aspergillus oryzae ........ - ~ 
Penicillium glaucum ....... + + + 
meaner Omeme ww ti tls _ —_ —_ 
NE CN EMa aie Aaa? 4 6 a a _ — — 


Ebensolche Verhaltnisse wie bei den Pilzen lassen sich auch bei 
gewissen Bakterien nachweisen. Hier beschranken wir uns vorlaufig 
nur auf einige der hierher gehérigen Ergebnisse, iiber die wir verfiigen. 
Auf unsere Veranlassung beschiftigt sich der Mitarbeiter unseres 
Laboratoriums, W.W. Perwozwansky, gegenwirtig mit der naheren 
Untersuchung iiber die Beziehungen der die Chinasiure verwertenden 
Bakterien zu den Kohlehydraten und anderen Kohlenstoffverbindungen. 
Uber die Ergebnisse dieser Untersuchungen wird in einer besonderen 
Mitteilung eingehender berichtet werden. 


Die auf Chinasiure cedeihenden und sie in Phenolderivate tiberfiihrenden 
Bakterien. 


Zwei hierher gehérige Bakterien wurden von uns aus der China- 
siure enthaltenden und mit Soda neutralisierten Nahrlésung isoliert, 
die im Laboratorium stehengelassen worden war. Nach Verlauf einiger 
Tage triibte sich die Lésung infolge der Bakterienentwicklung und 
erhielt eine kirschrote Farbe. Von dieser Lésung ausgehend, konnten 
wir leicht zwei Bakterien nach dem iiblichen Verfahren auf Agar- 
nahrbéden mit chinasaurem Natrium und Mineralsalzen isolieren. 


1) Die von uns in der vorigen Mitteilung (diese Zeitschr. 154, 177, 1924) 
ausgesprochene Vermutung, daS neben Aspergillus niger auch andere 
Pilzarten Hexosen zu Gluconséure zu oxydieren vermégen, ist durch unsere 
neueren Versuche bestitigt worden. Es ist uns gelungen, diese Séure als 
Ca-Salz aus den Zuckerkulturen von Citromyces glaber und einigen anderen 
Vertretern der Aspergillaceen in betriachtlichen Mengen ebenso leicht wie 
bei Aspergillus niger abzuscheiden. 
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Die eine von diesen Bakterienarten bildete auf Agarplatten runde, 
flache, fast durchscheinende, schleimige Kolonien und stellte ein kleines, 
sehr bewegliches Stabchen dar, das stark ausgeprigte aerotoxische 
Erscheinungen aufzeigte. Die andere Bakterienart bildete auf Agar 
stark hervorragende, kugelférmige, opalweibe Kolonien; in jiingeren 
Kolonien sahen die Bakterien meist wie ziemlich lange, oft gekriimmte 
Stabchen mit einer sehr eigenartigen, rosenkranzférmigen inneren 
Struktur aus; in alteren Kulturen zerfielen die Stabchen in kiirzere 
Glieder und nahmen dann eine fast kokkenartige Gestalt an. 

Beide Bakterienarten, von denen wir die ersten mit a und die 
zweiten mit 8 bezeichnen, wuchsen sehr gut auf Nahrsubstraten, welche 
Chinasaure als einzige Kohlenstoffquelle enthielten. Auf solchen Nahr- 
lésungen riefen die Bakterien a eine starke Triibung hervor, und erst 
spiter bildete sich ein zartes schleimiges Hautchen auf der Oberflache 
der Fliissigkeit; die Bakterien 8 entwickelten sich meist schon anfangs 
auf der Oberflaiche der Fliissigkeit, die im Innern klar blieb, und bildeten 
eine ziemlich starke, derbe Decke. Die Bakterien gediehen auch auf 
den itiblichen Nahrbéden mit Fleischextrakt und Pepton gut. Die 
Gelatine verfliissigten sie nicht. 

In Kulturen auf Nahrbéden mit chinasaurem Natrium mit etwas 
erhéhtem Gehalt an Eisen brachten die beiden Bakterien eine fiir 
Brenzcatechin und Protocatechusaure eigentiimliche kirschrote Farbung 
hervor. Diese kam sowohl auf fliissigen als auch auf festen Nahrbéden 
zum Vorschein; auf letzteren trat sie aber meist schwacher auf als auf 
ersteren. 

Wandte man fiir die Kulturen schwachere Lésungen von China- 
siure (von | bis 0,5 Proz.) an, denen kleine Mengen von Ammoniak, 
Soda bis zur Neutralisation und notwendige Salze zugesetzt wurden, 
so verschwand die in den Kulturen zuniachst auftretende Farbe nach 
Verlauf einer gewissen Zeit vollstandig. Da die Fliissigkeit von solchen 
Kulturen alkalisch reagierte und die Farbung durch weiteres Hinzu- 
fiigen von FeCl, und Na,CO, nicht wieder hergestellt werden konnte, 
so erwies es sich, daB die aus der Chinasiure gebildeten Phenolverbin- 
dungen von den Bakterien weiter verwertet werden und nur eine 
Zwischenstufe bei der Umwandlung dieser Siure darstellen. Hier 
tritt also auch eine derartige Erscheinung auf wie bei der Verwertung 
der Chinasiure durch die Pilze. 

Wurden die Bakterien auf der Nahrlésung geziichtet, die 3 Proz 
mit Soda neutralisierte Chinasiure und 0,1 Proz. NH,NO, (auberdem 
auch notwendige Salze) enthielt, so verhielten sich die Kulturen hin- 
sichtlich der Farbung ihrer Fliissigkeit etwas anders als in dem soeben 
erérterten Falle. Die in der Kultur a zunachst auftretende, verhaltnis- 
maBig schwache kirschrote Farbe schlug nach gewisser Zeit tiber Violett 
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in Griinlichgelb um. Das Verschwinden der roten Farbe wurde aber 
hier nicht durch den Verbrauch der aus Chinasaure entstehenden 
Phenolverbindungen bedingt, sondern durch die saure Reaktion, die 
in dieser Kultur infolge des Verbrauchs von Ammoniak und der An- 
haiufung von freier Salpetersiure auftrat. Letztere lieB sich leicht mit 
Diphenylamin nachweisen. Nachdem die Kulturfliissigkeit durch Soda- 
zusatz alkalisch gemacht worden war, nahm sie wieder eine intensive 
kirschrote Farbe an. In der Kultur 8 wurde die Farbe, allmahlich 
zunehmend, endlich dunkel kirschrot, darauf nahm sie einen Stich ins 
Braune an und erhielt sich in diesem Zustande auch dauernd weiter. 
Hier reagierte die Kulturfliissigkeit stark alkalisch, da nicht nur Ammo- 
niak, sondern auch Salpetersaure verbraucht wurde. In den vorliegenden 
Kulturen war die Verzégerung im Verbrauch der aus Chinasaure ent- 
stehenden Phenolverbindungen verbunden mit dem Aufhéren der 
Bakterienentwicklung, was in der Kultur a durch die saure Reaktion 
und in der Kultur durch die stark alkalische Reaktion verursacht wurde. 

Was den letzteren Fall anlangt, bei dem die Verzégerung in der 
Entwicklung der Bakterien und gleichzeitig auch im Verbrauch der 
Phenolverbindungen infolge der in der Kultur auftretenden alkalischen 
Reaktion in Erscheinung trat, so lassen sich derartige Faille auch bei 
den Pilzen beobachten, so z. B. bei Penicillium glaucum und Aspergillus 
oryzae, die eine stark ausgepragte Fahigkeit besitzen, die Kohlenstoff- 
verbindungen bis zu Kohlendioxyd zu verbrennen und die Salze der 
organischen Sauren in Carbonate tiberzufiihren'). In den alteren Kul- 
turen der Bakterien 8 auf den Nahrlésungen, die 3 Proz. chinasauren 
Natriums enthielten, lieB sich auch ein bedeutendes Aufbrausen bei 
Zusatz von Sauren, d. h. die Gegenwart von Carbonaten, nachweisen. 
Also scheinen auch diese Bakterien zu den stark oxydierenden Orga- 
nismen zu gehéren und sich den soeben erwahnten Pilzen in dieser 
Hinsicht zu nahern. 

AuBer den oben besprochenen Chinasaurebakterien wurden noch 
zwei sporenbildende Bakterien von dem Typus Bacillus subtilis auf 
ihr Verhalten zu Chinasiure gepriift. Die eine von diesen Bakterien- 
arten stammte aus einer Kultur, die sich zufillig auf der im Kochschen 
Sterilisator erhitzten Fleischpeptongelatine entwickelte, die andere 
wurde nach dem iiblichen Verfahren aus Heuabsud geziichtet. Diese 
beiden Bakteriem zeigten sich als ganzlich unfahig, auf den Nahrbéden 
zu gedeihen, die chinasaures Natrium als einzige Kohlenstoffquelle 
enthielten. Mit dieser Kohlenstoffquelle lieB sich weder auf festen, 
noch auf fliissigen Nahrbéden eine Entwicklung nachweisen. Gleich- 
zeitig waren die Bakterien nicht imstande, die Chinasaure in die Phenol- 


') Wl. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922; 145, 442, 1924. 
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verbindungen zu verwandeln. Um die Bakterien in dieser Hinsicht 
zu priifen, brachten wir die Bakteriendecken von Fleischpeptonnahr- 
lésung zur Anwendung. War der mit Soda neutralisierten und etwas 
FeCl, enthaltenden Chinasdurelésung eine solche Decke zugesetzt 
worden, so lieB sich auch bei sehr lang dauerndem Stehen dieser Lésung 
im Thermostaten bei 30° keine Farbung beobachten. Die oben erwahnten 
Chinasaurebakterien brachten aber die rotviolette Fiarbung in der 
Lésung unter denselben Bedingungen schon am nachsten Tage hervor. 

Auf diese Weise lie sich ein Zusammenhang zwischen dem CGe- 
deihen auf Chinasiure und der Umwandlung derselben in die ent- 
sprechenden Phenolverbindungen auch bei den Bakterien nachweisen 
In dieser Hinsicht verhalten sich die Bakterien ebenso wie die Pilze. 

Dieselben Verhaltnisse wurden von W.W. Perwozwansky auch fiir 
eine Reihe von Bakterien festgestellt, die von ihm auf Chinasaure- 
nahrsubstraten aus Erdbéden verschiedener Herkunft isoliert wurden. 
Unter anderem erwiesen sich die Chinasiure als eine Kohlenstoffquelle 
verwertenden Bakterien auch als fahig, auf Diphenolen, unter diesen 
auch auf Brenzcatechin, bei geniigender Verdiinnung der Lésungen 
gut zu gedeihen. 

Von besonderem Interesse ist es aber, daB gewisse, auf Chinasaure- 
nihrbéden isolierte Bakterien reichlich Glueonsiure in den Kulturen 
auf Zuckernahrlésungen mit Calciumcarbonat bildeten und als Ca-Salz 
anhauften. 


Unter anderem machte sich eine sehr reichliche Anhaufung von 
Gluconsiiure auf der Zuckernahrlésung mit CaCO, in den Kulturen 
der oben beschriebenen beweglichen Bakterien a geltend. In den Kul- 
turen der unbeweglichen Bakterien § auf derselben Nahrlésung lieBen 
sich aber weder Gluconsaure noch irgendwelche andere Sauren nach- 
weisen, was hier vielleicht durch die rasch verlaufende Oxydation der 
aus Zucker entstehenden Zwischenprodukte bis zu Kohlendioxyd 
verursacht wurde. Dab oxydative Eigenschaften bei diesen Bakterien 
stark ausgepriigt sind, ergibt sich schon aus den Erscheinungen, die 
sich bei ihrer Entwicklung auf chinasaurem Natrium zeigten. In den 
Kulturen auf diesem Salze trat, wie oben erwahnt wurde, eine stark 
alkalische Reaktion auf und es hauften sich Carbonate an. Hier labt 
sich auch eine Analogie mit den Pilzen wahrnehmen. Die Pilze, die 
eine stark alkalische Reaktion auf Natriumsalzen der Chinasaure 
sowie der anderen organischen Siuren entwickeln und Carbonate an- 
hiufen, wie Penicillium glaucum und Aspergillus oryzae'), pflegen auch 
nicht fahig zu sein, auf Zuckernaihrlésungen bedeutende Mengen von 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129 und 145, |. ¢. 
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Sauren anzuhaufen, und wenn diese sich auch hier nachweisen lassen, 
so nur in verhaltnismabig geringer Menge. 

Die vorliegende Ubereinstimmung in dem Verhalten der Organismen 
zu Chinasdure einerseits und zu Kohlehydraten andererseits veran- 
laBten uns anzunehmen, da derselbe Oxydationsmechanismus in den 
beiden Fallen fiir die oben besprochenen oxydativen Umwandlungen 
mabgebend ist. Diese Vorrichtung scheinen diejenigen Organismen 
zu entbehren, denen die Fahigkeit, Chinasiure als eine Kohlenstoff- 
quelle zu verwerten, fehlt. 

Ob sich diese Verhaltnisse wirklich in einem bestandigen Zu- 
sammenhang miteinander befinden und wodurch diese Beziehungen, 
wenn es der Fall ist, bedingt werden, miissen weitere Untersuchungen 
feststellen. 

Zusammenfassung. 

Die Entwicklung der von uns gepriiften Pilze wurde stets von 
einer intermediaren Bildung der betreffenden Phenolverbindungen be- 
gleitet, und den Pilzen, die nicht imstande sind, diese Umwandlung 
zu vollziehen (Hefe, Mucor racemosus) ging gleichzeitig auch die Fahig- 
keit ab, Chinasaéure als eine Kohlenstoffquelle zu verwerten. 

Diese Tatsachen legen die Vermutung nahe, da der Ubergang 
von Chinasdure zu Phenolverbindungen eine physiologisch wichtige 
Umwandlung darstellt, durch welche die Chinasaure den sie verwertenden 
Organismen zuginglich gemacht wird. 

Dafiir spricht auch der fiir die Pilze festgestellte Zusammenhang 
zwischen der Fiahigkeit, auf Chinasiure zu wachsen, und derjenigen, 
die Phenolverbindungen als eine Kohlenstoffquelle zu verwerten. 

Fiir die Verwertung der Polyphenole durch die Pilze ist nicht 
nur die Zahl der Hydroxylgruppen, sondern auch ihre Verteilung im 
Benzolring maBgebend. 

Unter den gepriiften Polyphenolen erwies sich das bei héheren 
Konzentrationen am giftigsten wirkende Brenzcatechin bei niedrigeren 
Konzentrationen als die beste Kohlenstoffquelle, und bei gleichem 
prozentualen Gehalt der Nahrlésung an den verglichenen Kohlenstoff- 
verbindungen entwickelte sich Aspergillus niger und Citromyces glaber 
auf Brenzcatechin bei geeigneten Konzentrationen bedeutend besser 
als auf Chinasiure und Zucker. 

Auf geniigend verdiinnten Losungen wuchs Aspergillus niger in 
aiquimolaren Konzentrationen auf Brenzcatechin, Chinasiure und 
Zucker beinahe gleich gut. 

Die Ergebnisse unserer Versuche geben uns keine Veranlassung 
anzunehmen, da Kohlehydrate als eine Zwischenstufe bei dem Ver- 
brauch der Chinasiure durch die Pilze fungieren. 
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Die Entwicklung auf Chinasiure und auf Phenolen, die Uber- 
fiihrung der ersteren in die letzteren und die oxydative Umwandlung 
des Zuckers unter Bildung von Sauren, wie Glucon- und Citronensaure, 
scheinen bei den Pilzen in einem gewissen Zusammenhang miteinander 
zu stehen, da diese Erscheinungen gewoéhnlich insgesamt auftreten 
bzw. fehlen. 

Durch ebensolche Verhaltnisse, wie sie den Pilzen eigentiimlich 
sind, zeichnen sich auch gewisse Bakterien aus. 

Bei mehreren auf Chinasiure gedeihenden und sie in Phenol- 
verbindungen verwandelnden Bakterien wurde auch eine reichliche 
Bildung von Gluconsdure und ihre Anhaiufung in Gestalt des Ca-Salzes 
in den Kulturen auf der Zuckernahrlésung mit Calciumcarbonat nach- 
gewiesen. 

Die vorliegende Ubereinstimmung in dem Verhalten der Organismen 
zu Chinasdure einerseits und zu Kohlehydraten andererseits legt die 
Vermutung nahe, daB derselbe Oxydationsmechanismus in den beiden 
Fallen fiir die oxydative Umwandlung der genannten Verbindungen 
maBgebend ist, und da diese Vorrichtung denjenigen Organismen 
fehlt, die nicht imstande sind, die Chinasiure zu verwerten. 





Bemerkungen zu der Arbeit von Leon Asher-K. Nakayama: 
Beitrige zur Physiologie der Driisen. Nr.71 usw.'). 


Von 
W. Falta. 


(Eingegangen am 8, April 1925.) 


Die beiden Autoren betrachten es als eine Konsequenz der ,,das ganze 
Gebiet inaugurierenden Asher-Flackschen Arbeit iiber die Innervation der 
Schilddriise**, daB unter anderem Adrenalin eine verschiedene Wirkung 
haben muB, je nachdem ein Tier im Besitz oder nicht im Besitz seiner 
Schilddriise ist, oder je nachdem ein mit Schilddriisenpréparaten vor- 
behandeltes oder nicht vorbehandeltes Tier vorliegt. Die Beweise fiir die 
Richtigkeit dieses Teiles der Lehre sollen gleichfalls in der Asher-Flackschen 
Arbeit erbracht worden sein. Es geniigt darauf hinzuweisen, daB die Arbeit 
von Asher und Flack im Jahre 1911, die einschlagige Arbeit von Eppinger, 
Falta und Rudinger*) im Jahre 1908 erschienen ist. 

Historisch ebenso ungenau ist die Angabe der beiden Autoren, daB 
nach den Untersuchungen von Boothby und Sandiford Adrenalin einen 
merklichen Einflu8 auf den respiratorischen Stoffwechsel besitzen kann. 
Denn die Arbeit dieser beiden letztgenannten Autoren stammt aus dem 
Jahre 1922, die ersten Arbeiten von Fuchs und Roth (bei Morbus Addisonii) 
und von Bernstein und Falta*) (beim normalen Individuum), die dies 
einwandfrei erweisen, aus dem Jahre 1912. 


1) Diese Zeitschr. 155, 387, 1925. 

2) Uber die Wechselwirkung der Driisen mit innerer Sekretion. I. 
Zeitschr. f. klin. Med. 66. 

%, 29. KongreB fiir innere Medizin. Wiesbaden 1912. 
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Uber Phosphatstoffwechsel. 


I. Mitteilung: 
Cber Hexosephosphatasen in mensehlichen Organen und Korperfliissigkeiten. 


Von 
Fritz Demuth. 


(Aus der Universitaétskinderklinik in Marburg.) 
(Eingegangen am 11. April 1925.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1906 fand Zaleski (1), daB bei keimenden Pflanzen 
, lésliche Phosphorverbindungen unter Freisetzung von Phosphor- 
siure’ gespalten werden. Aber erst seit den Untersuchungen von 
Harden und Young (2) sowie von Neuberg(3) kann man von der Kenntnis 
von Fermenten sprechen, die esterartige Phosphatverbindungen zu 
spalten vermégen, von Phosphatasen. Wenn man von den sich speziell 
mit der Physiologie des Muskels beschaftigenden Arbeiten Embdens (4) 
und seiner Schule iiber die Lactacidogenspaltung absieht, so ist 
die Zahl der Mitteilungen gering, die sich auf das Vorkommen und die 
Bedeutung von Phosphatasen im menschlichen Kérper beziehen. Nur 
Forrai (5 und 6) untersuchte Glycerophosphatasen in menschlichen 
Organen. Uber die Richtigkeit seiner Befunde wird noch zu sprechen 
sein, ebenso wie iiber die aus Tierversuchen abgeleiteten Schliisse von 
Tomita (7), Takahashi (8) und besonders von Robinson und seinen 
Mitarbeitern (9, 10 und 11), von denen die Bedeutung von Phosphatasen 
fiir den Stoffwechsel und vor allem fiir den Knochenaufbau erkannt 
worden ist. 

Da nun der Phosphatstoffwechsel bei Rachitis und Tetanie ver- 
andert ist, war es nicht unwahrscheinlich, daB wir Besonderheiten in 
der Phosphatasewirkung bei diesen Krankheitszustanden finden wiirden. 
Dies veranlabte uns, neben einigen anderen Problemen des Phosphat- 
stoffwechsels, iiber die wir fortlaufend berichten werden, auch die 
Frage nach der Bedeutung von Phosphatasen anzugreifen. 

Da geeignete Unterlagen vorliufig fehlen, muBten die Unter- 
suchungen auf breitester Basis vorgenommen werden, vor allem unter 
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Beriicksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration, die von den 
meisten Autoren bisher vernachlassigt worden ist. Unsere Unter- 
suchungen beziehen sich auf denjenigen Phosphorsaureester, der im 
menschlichen Kérper mit Wahrscheinlichkeit, und zwar in gréBeren 
Mengen vorkommt und dem daher auch eine erhéhte Bedeutung zu- 
zusprechen ist, das Hexosediphosphat. Wir berichten hier iiber unsere 
Versuche mit Organen (mit Ausnahme von Knochen und Knorpel, 
die besonders abgehandelt werden) und mit Kaérperfliissigkeiten von 
Menschen, vor allem von Sauglingen. 


Methode. 


Wir benutzten ein 11,56 Proz. P enthaltendes Natriumhexose- 
diphosphatpraparat, das uns von der Firma Bayer & Co. freundlichst zur 
Verfiigung gestellt wurde. Zu je 10,0 cem einer 1 proz., stets frisch bereiteten 
Lésung hiervon wurden 0,5 bis 1,0cem Koérperfliissigkeit oder etwa 0,1 g 
(auf 1 mg genau abgewogenen) frischen Organbreies zugesetzt. Die Organe 


etwa 12 Stunden nach dem Tode der Kinder entnommen 


konnten erst 
Sie 


werden, so daB mit Leichenverinderungen gerechnet werden mul. 
wurden rasch zerkleinert und im Mérser verrieben, dann bis zum Abwiegen 
auf einem Uhrglaschen in einem feuchten, verschlossenen Gefi®B gehalten. 
Das Abwiegen erfolgte in den Reagenzréhrchen selbst, in denen der Versuch 
vor sich gehen sollte. 

Zur Bestimmung der Phosphatmenge, die von den Organen abgegeben 
wird und die vom Endresultat nach entsprechender Umrechnung abzuziehen 
war, wurden auf | mg genau abgewogene Organbreimengen in destilliertem 
Wasser wiihrend der Versuchsdauer bei 40°C stehengelassen. Die an das 
Wasser abgegebenen P-Mengen spielen im iibrigen eine ganz untergeordnete 
Rolle. 

Da das Natriumhexosephosphat sowohl alkali- als auch besonders 
hitzeempfindlich ist, muBten Kontrollréhrehen zu jedem Versuchsréhrchen 
angesetzt werden. Die sich durch diesen Spontanzerfall ergebenden Mengen 
anorganischen Phosphats waren ebenfalls vom Endresultat abzuziehen. 
Sie spielen besonders in staérker alkalischem Bereich eine recht erhebliche 
Rolle. 

Bei den Versuchen mit Kérperfliissigkeiten wurde deren P-Gehalt 
mit dem Spontanzerfall des Hexosephosphats zusammen bestimmt, indem 
zu den Kontrollréhrchen unmittelbar vor Abbrechen des Versuchs die 
entsprechende Menge der Fliissigkeit zugesetzt wurde. Auf diese Weise 
muBten auch eventuell entstehende Fehler durch Adsorption bei der 
EnteiweiBung in den Kontrollen gleich groB werden, wie in den Versuchs- 
réhrehen. 

Die Variation der Wasserstoffionenkonzentration erfolgte durch 
Zusatz von n/10 NaOH und n/10 HCl. Die Pufferung durch das Hexose- 
phosphat war vollkommen ausreichend, um eine konstante h zu gewihr- 


leisten. Der gréBte Unterschied in der mit den Indikatoren von Michaelis 


und Gyemant (12) gemessenen Aciditaét nach Beendigung des Versuchs 


gegeniiber dem Beginn betrug + pg 0,35 und — pg 0,4. Bei 50 Versuchen 
aber war die Differenz nur fiinfmal gréBer als pg 0.1, d. h. auBerhalb der 


Fehlergrenze der Methode. 





+ AER cal. aan Rn as eR 
































Phosphatstoffwechsel. I. 417 


Alle Réhrehen einer Versuchsreihe wurden auf gleiches Volumen mit 
destilliertem Wasser aufgefiillt, in der Regel auf 15 cem. 

Die EnteiweiBung geschah mit 20proz. Trichloressigsaéure (es wurden 
meist 0,5 bis 1,0 cem auf 3,0 cem Versuchsfliissigkeit gegeben, mit Wasser 
auf 6,0 aufgefiillt und vom Filtrat 2,0 eem oder dem Versuch entsprechend 
passende aliquote Teile verwendet ). 

Als MaB der fermentativen Spaltung diente die Menge des entstandenen 
anorganischen Phosphats. Es wurde mit der Methode von Briggs (13) 
bestimmt. Diese gibt mit dem Hexosephosphat nur eine unbedeutende 
Triibung als Zeichen einer geringen Verunreinigung des Praparats (in 
leem der Iproz. Lésung 0,0256 mg P). 

Die Methode hat den Vorzug, da®8 gréBere. Reihenversuche angesetzt 
werden kénnen und da8 nicht erwairmt werden muB; denn bei einer Er- 
hitzung auf nur 60 bis 70°C zerfallt schon das Hexosephosphat zum Teil. 
Die Genauigkeit der Methode iiber- 
steigt bei weitem das in unseren Ver- mgr | 
suchen verlangte MaB. p 

Die Versuchsdauer betrug in der 
Regel 48 Stunden, die Temperatur ,,_| 
des Wasserbades 40°C (+ 1°). Ein ” 
Bakterienwachstum wurde durch Zu- 
satz einiger Kristalle von Thymol 
verhindert, von dem nach Euler und 10> 
Johansson (14) keine Hemmung, son- 
dern eher eine Férderung der Spaltung 











zu erwarten war. 05-4 
Die Ergebnisse haben wir in 
den folgenden Kurven so dargestellt, x 
daB auf der Abszisse die Wasser- 
stoffexponenten, auf der Ordinate die 025 O5 1 15 20 
Mengen von anorganischem Phosphat ccm Serum 


als Milligramme P abgetragen sind, bb. 1. Serumphosphatase in verschiedener 
Menge: Die Umsatze sind den Fermentmengen 


die von l cem Fliissigkeit oder 0,1 g goepestionsl 


Organsubstanz aus 10 cem_ I proz. 

Natriumhexosediphosphatlésung in 48 Stunden bei 40°C abgespalten 
worden sind. DaB diese Umrechnung auf eine bestimmte Menge berechtigt 
ist, ergibt sich aus der Abb. 1, in der gezeigt wird, daB die Menge des ab- 
gespaltenen Phosphats in dem von uns verwendeten Bereich den Ferment- 
mengen proportional ist. (Die MaBstabe der Kurven sind verschieden!) 


Ergebnisse. 
Organe. 

In allen von uns untersuchten Organen (Niere, Nerv, Milz, Muskel, 
Pankreas, Leber) wurde eine Hexosediphosphatase gefunden. Sowohl 
Tomita (7) (Saccharophosphatase), wie Forrai (6) und Takahashi (8) 
(Hexosediphosphatase) stellen eine Reihenfolge auf nach der Starke 
der Spaltungskraft der verschiedenen Organe. Dabei ergibt sich tiber- 
einstimmend, daB der Muskel am wenigsten spaltet, was Oppenheimer (15) 
zu der Bemerkung veranlaBt, daB dieser Befund Tomitas bei Saccharo- 
phosphatase ,.fiir eine Verschiedenheit vom Lactacidogen spaltenden 
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Ferment spricht**. Die genannten Autoren haben aber nicht die / 
beriicksichtigt. Nur YJomita verwandte einen n/1l-Acetatpuffer im 
Verhaltnis | : 2, er diirfte also in einem Aciditatsbereich von etwa pg = 5 
gearbeitet haben. Aus unserer Abb. 2 ergibt sich nun, warum er und 
wahrscheinlich auch Forrai und Takahashi beim Muskel die geringste 
Spaltung gefunden haben: Das h-Optimum des Muskels liegt im 
alkalischen Bereich, etwa bei py = 7,4, das des Nervengewebes unfern 
dem Neutralpunkt. Betrachtet man die Starke der Spaltung etwa 
zwischen py 5 und 6, so findet man genau die gleiche Reihenfolge, 
wie bei 7’omita (Niere, Milz, Pankreas, Gehirn, Muskel) oder bei Forrai 
und Takahashi (Niere, Milz, Muskel). Es ist ganz unstatthaft, eine 
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Abb. 2. Organphosphatasen. Verschiedene /-Optima. 


solche Reihe aufzustellen. Unsere Versuche geben uns nur an, welche 
Mengen anorganischen Phosphats die verschiedenen Organe unter den 
einmal gegebenen Bedingungen abgespalten haben, von denen die 
augenblicklichen (zum Teil zufilligen, zum Teil — wie die Wasserstoff- 
ionen — geregelten) Ionenkonstellationen die wichtigsten sein diirften, 
zu denen sicher aber auch der Kolloidzustand, die Menge der durch 
Autolyse gebildeten Produkte usw. gehéren. 

Wenn man den Wasserstoffionen unter den iibrigen eine besondere 
Bedeutung beimessen darf und wenn man annimmt, daf die Verhilt- 
nisse der tibrigen Ionen in unserem Modellversuch nicht zu sehr von 
denen im lebenden Organismus abweichen, so ergibt sich, daB die 
Phosphatase des Muskels im Kérper nicht die ungiinstigsten, sondern 
die giinstigsten Bedingungen vorfindet, ein Befund, der bei der Be- 
deutung der Hexosephosphatasen fiir die Muskelaktion auch sehr 
wahrscheinlich war. 








Seneca ais. a: 
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h Korperfliissigkeiten. 
m Von den Sekreten haben wir Magensaft, Galle, Speichel und Milch 
° untersucht. Im Sauglingsmagensaft konnten wir im Bereich von 
id Py 8,5 bis 1,8 niemals eine Phosphatase nachweisen. Mit Leichengalle 
be (Abb. 3) fanden wir eine sehr starke Spaltung mit einem A-Optimum 
m 
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Abb. 3. Galle. Abb. 4. Speichel. 


bei py 7.8. Speichel von Erwachsenen (Abb. 4) spaltet sehr viel weniger. 
Pu I } 
Das Optimum liegt in unseren Versuchen ziemlich scharf bei py 7.2. 
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: _  Abb.5. O-*-©O Kuhmilch. © @ Frauvenmilch. 


Sowohl in Frauenmilch, wie Kuhmilch (Abb. 5) fanden wir eine 
recht lebhafte Spaltung. Das Optimum der Frauenmilch liegt 
. etwa beim Neutralpunkt, das der Kuhmilch mehr nach der 
| alkalischen Seite. 
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Urin (Abb. 6, von Sauglingen) gibt eine maBige Spaltung mit 
Optimum etwa bei pg 5. Dabei unterscheidet sich der Urin von Saug- 
lingen nicht von dem von Erwachsenen und auch der von Rachitikern 
nicht von dem von gesunden Kindern. Es soll hier nicht darauf ein- 
gegangen werden, welche Bedeutung dem Optimum in so auffallend 
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Abb. 7. Liquor cerebrospinalis. » gesunde Sauglinge. @ ---@ Rachitiker. 
e @ Meningitis. 


saurem Milieu zukommt. Wir bemerken nur, daf keine Beziehungen 
bestehen zwischen Optimum oder Menge des abgespaltenen Phosphats 
und Menge des anorganischen Urinphosphats. 

Dem Liquor cerebrospinalis (Abb. 7) des gesunden Sauglings kommt 
nur eine sehr geringe spaltende Kraft zu, die etwa '/, von derjenigen 
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betragt, die wir im Blutserum fanden. Den héchsten Punkt in unseren 
Untersuchungen erreicht noch der Liquor von einem Rachitiker. 
Eine auffallende Ausnahme aber 
Kindern mit Meningitis. Hier 
erreichen die Werte fast das 797] 
10fache des Normalen. 

Zur Untersuchung des Blutes 
wurde dieses vom niichternen 794 
Menschen entnommen. Vom 
Serum war nach Forrai nur eine j 
geringe Npaltung zu erwarten. 


Liquor von zwei 


macht der 


., , . , . 054 
latsachlich fanden wir bei ge- ~7 
sunden Erwachsenen (Abb. 8) i" 
nur eine geringe Fermentwirkung. ] 




















Es besteht eine breite optimale 
Zone zwischen py 6.8 und py 7,8. 
Serum von Sauglingen spaltet 
etwa doppelt so stark wie das 
von Erwachsenen (siehe Mittel- 
kurve in Abb. 8 und Punkte in Abb. 9). 
eine gleiche optimale Zone etwa zwischen 6,8 und 7,8. 

Bei florider Rachitis wurde nun aber eine Eigentiimlichkeit ge- 
funden. Wahrend sich unter py 7.4 und tiber py 8,1 die Befunde mit 
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Abb. 8. Blutserum: @ @ Erwachsene. 
Durchschnittskurve von Sauglingen 
(in vergroBertem Mafstabe gegenuber Abb. 9). 


Auch hier besteht 
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gezogene Kurve von Rachitikern zwischen py; 7,3 und 8,2). @ manifeste Tetanie. 
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denen von gesunden Kindern decken, besteht an einem ganz scharf 
umschriebenen Punkte, namlich bei py 7.9 eine auBerordentlich starke 
Erhéhung der Spaltung bis zum 7fachen des Normalen. Nach beiden 
Seiten, besonders aber nach der alkalischen, fallen die Kurven rasch 
ab (Abb. 9, Kreuze). Unseres Wissens ist der Befund einer Verschiebung 
des A-Optimums mit gleichzeitiger Einengung und stark erhéhter 
Wirkung eines Ferments bei einer Erkrankung in der Lehre von den 
Fermenten bisher einzig dastehend. Wir sind auch nicht in der Lage, 
eine Erklirung zu geben. Es lag nahe, sie in dem niedrigen Serum-P- 
Spiegel des Rachitikers zu suchen. Nach dem Massenwirkungsgesetz 
muB Phosphat die Phosphatase hemmen. Die Spaltung lie} sich auch 
sowohl beim Erwachsenen, wie beim Saugling und beim Rachitiker 
(Abb. 10) durch Phosphatzusatz etwas 
herabsetzen, aber doch nie so sehr, 
daB etwa der hohe Wert beim Rachi- 
tiker auf einen Normalwert gedriickt 
wurde. Im angefiihrten Falle wurde 
der Serum-P-Spiegel von 2,75 mg-Proz. 
durch Phosphatzusatz auf 6.50 mg- 
Proz. Perhéht, die Spaltung aber kaum 
erniedrigt. Weiter fehlt beim Er- 
wachsenen, dessen P-Spiegel ebenfalls 
niedrig ist, das Optimum und die 
Spaltung ist nur halb so groB wie beim 
Saiugling. Das kénnte allerdings an 











80 B, 7.5 70 +einer geringeren Fermentmenge liegen. 
Abb. 10. Erniedrigung durch Phosphat- Das Serum eines Kindes mit manifester 
zusatz. @ @ Serum von Rachitiker. Tetanie. bei dem der P-Gehalt des 


O---© dasselbe mit Phosphatzusatz. : 
Serums 6,0 mg-Proz. betrug. verhielt 


sich wie das von Rachitikern. Die Kurve ist unter den Rachitiker- 
kurven mit eingezeichnet und der Optimalpunkt mit 3,11 mg-Proz. 
durch einen Kreis markiert. Der P-Gehalt des Serums beim Rachitiker 
kann also nicht zur Erklarung herangezogen werden. 

Aber auch die iibrigen Ionen kommen kaum in Betracht. da sie 
bei Rachitis nicht regelmaBig gegen die Norm verandert sind. Wir 
werden iiber die Einwirkung der einzelnen Ionen im iibrigen besonders 


berichten. 

Auch Stoffwechselschlacken, die bei Rachitis und Tetanie in 
gréBerer Menge auftreten, kamen in Frage. Aber Aceton und f-Oxy- 
buttersiure hemmen die Phosphatase, was auch Harpuder und Erbsen (16) 
fiir das Lactacidogenferment fanden, Acetessigsiure férdert zwar etwas, 
aber nicht in einem solchen Ausmafe, daB wir eine Verdoppelung oder 
gar eine Versiebenfachung erklirt hatten. Weitere noch im Gange be- 
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findliche Untersuchungen haben bisher ebenfalls zu keinem Ergebnis 
gefiihrt. 

Es sei noch bemerkt, da der beschriebene Befund nur besteht, 
solange die Rachitis floride ist. Z. B. fanden wir bei einem Rachitiker 
mit einem P-Spiegel von 3,35 mg-Proz. einen Héchstwert von 5,64 mg P, 
nach 46 Tagen bei einem P-Spiegel von 5,2 mg-Proz. aber nur 1,39 mg P. 

Auf die Deutung unserer Befunde soll hier noch nicht ein- 
gegangen werden. Wir wollen nur die Méglichkeit einer Erklirung des 
hohen P-Spiegels bei Tetanie besprechen. Da sich hier die Serum- 
phosphatase wie bei Rachitis verhalt, die Blutreaktion aber nach der 
alkalischen Seite verschoben ist, ist es durchaus méglich, dab die 
Serumphosphatase aus den Phosphatestern des Blutes infolge der Ver- 
schiebung der Wasserstoffionenkonzentration des Blutes nach dem 
Optimalbereich der Rachitikerserumphosphatase hin mehr anorga- 
nischen P abspaltet als dies bei der mehr nach der sauren Seite liegenden 
Reaktion des Rachitikerblutes méglich ist. Da diese Méglichkeit 
tatsiichlich besteht, soll in einer spiiteren Mitteilung gezeigt werden. 


Zusammenfassung, 

1. Hexosediphosphatasen wurden beim Menschen gefunden in: 
Leber, Milz, Muskel, Nerv, Niere, Pankreas und Speichel, Galle, Frauen- 
milch, Urin, Liquor cerebrospinalis, Blutserum, auBerdem in Kuhmilch. 

2. Die h-Optima der Organ- und der Kérperfliissigkeitsphospha- 
tasen wurden festgelegt. 

3. Besonderheiten wurden gefunden: im Liquor cerebrospinalis 
bei Meningitis, im Serum bei Rachitis und Tetanie. 
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Ober die Wirkung des Wismuts auf die roten Blutkérperchen. 


Von 


Alexander Simon. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der ,,Pazmany-Péter‘*-Universitat zu 
Budapest.) 


(Eingegangen am 13, April 1925.) 


In neuerer Zeit gab die erfolgreiche Behandlung der Syphilis mit 
Wismut den Forschern viele Veranlassung, die Wirkung dieses friiher 
nur seiner bedeckenden, adstringenten Wirkung wegen angewandten 
Mittels auf den Kérper naher zu ergriinaen, Und wahrlich, wahrend 
der letzten Jahre sind mehrere Arbeiten erschienen, die sich mit der 
Ablagerung des Wismuts im Kérper und mit der Ausscheidung desselben 
befassen (1). 

Unser Ziel war die Klarmachung der Wirkung des Wismuts auf 
die roten Blutkérperchen. Da®B das Wismut auf die roten Blut- 
kérperchen wirkt, ist schon lange festgestellt. Kobert (2) schreibt 
dariiber folgendes: ,,lm Blute lagert sich das Wismut... aufer in 
weiBe Blutkérperchen auch in rote eir und bedingt massenhaften 
Untergang derselben, der sich durch reichliche Hamoriderinablagerung 
in Milz, Leber, Darmschleimhaut usw. verrat. 

Da aber diese Tatsache nicht bekannt ist, und auch pharma- 
kologische Lehrbiicher nichts davon sagen, halten wir es fiir nicht 
iiberfliissig, zwei auch in dieser Richtung vorgenommene Tierversuche 
bekanntzugeben. Bei den Versuchen diente als Wismutpriparat 
das ven der ungarischen chemischen Fabrik ,,Richter“ herge- 
stellte Bismoluol, welches Dikaliumwismuttartrat ist. Wismutgehalt 
12.3 Proz. Die Lésung ging durch einige Tropfen Na,CO, besser von- 
statten. Die Injektionen geschahen subkutan und nach der Blut- 
kérperchenzahlung. 

1. Hund. 25. April 1924. Gewicht 6,2kg. Erythrocytenzahl (E. Z.) 
7270000. Hgb. 96,5 Proz. Erste Injektion 0,14g Bismoluol. 28. April: 
E. Z. 7210000, Hgb. 96,5 Proz. Zweite Injektion 0,14 g Bismoluol. 30. April: 
E. Z. 6670000, Hgb. 89,5 Proz. 1. Mai: E. Z. 6490000, Hgb. 96,5 Proz. 
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Dritte Injektion 0,14 g Bismoluol. 2. Mai: E. Z. 6760000. Vierte Injektion 
0,28 ¢ Bismoluol. 3. Mai: E. Z. 6910000, Gewicht 5,3 kg. 8. Mai: Fiinfte 
Injektion 0,28 g Bismoluol. 9. Mai: E. Z. 6900000, Hgb. 96,5 Proz. 10. Mai: 
E. Z. 7280000, Gewicht 4,85kg. Versuch wird beendigt, der Hund erholt 
sich langsam aus der schweren Vergiftung. 

2. Hund. 26. November: Gewicht 7,45 kg, E. Z. 7310000, Erste In- 


jektion 0,35 g Bismoluol. 28. November: E. Z. 7320000. Zweite Injektion 
0,35 g Bismoluol. 1. Dezember: E. Z. 6380000. 2. Dezember: E. Z. 6800000. 
Gewicht 6,95kg.  Dritte Injektion 0,20g Bismoluol. 3. Dezember: 
E. Z. 6620000, Vierte Injektion 0,35 g Bismoluol. 4. Dezember: 
E. Z. 6500000. 9. Dezember: Fiinfte Injektion 0,50 g Bismoluol. 10. De- 
vember: Sechste Injektion 0,50 g Bismoluol. 11. Dezember: E. Z. 6560000. 
Versuch wurde beendigt. 

4 bis 5 Stunden vor jeder Blutkérperchenzahlung wurde den Tieren 
Nahrung und Wasser entzogen, um der Blutkérperchenzahlung hin- 
dernden Stérungen vorzubeugen [ Buntzen (3)]. Die Zahlungen ge- 
schahen immer in derselben Zeit. Wahrend der Zeit der Injektionen 
hatten die Tiere immer wohlgeformten Stuhlgang; der Harn war immer 
strohgelb. Mikroskopische Hamaturie zeigte sich, damit kann aber 
die bedeutende Herabsetzung der Zahl der Blutkérperchen nicht er- 
klirt werden. Wir halten es aber fiir charakteristisch, dab die Blut- 
kérperchenverminderung unter eine gewisse Grenze nicht herab- 
gedriickt werden konnte: im Gegenteil kehrte die Zahl beim ersten 
Hunde trotz der angewandten groBen Dosen zur Norm zuriick. 

Nachher beschaftigten wir uns mit der Wirkung des Wismuts 
auf die roten Blutkérperchen ,,in vitro“. Den Impuls zu diesen Unter- 
suchungen gaben die Experimente von Gunn (4) und spater von Gunn 
und Feltham (5), denen zu beweisen gelungen war, daf das Arsen in 
gewissen Konzentrationen die Blutkérperchenresistenz gegen hiamo- 
lytische Agenzien (destilliertes Wasser, Saponin, Na-Glykocholat) 
..in vitro’ erhéht. 

In den ersten Versuchen iiberzeugten wir uns von der hamolytischen 
Wirkung des Wismuts in vitro. Zu diesen und den weiteren nach- 
folgenden Untersuchungen bekamen wir das Blut von den ambulanten, 
in guter Konstitution stehenden Kranken beiderlei Geschlechts der 
Haut- und Geschlechtsklinik der Universitat. Aus dem mit Glasperlen 
defibrinierten Blute von fiinf Kranken machten wir fiinf Suspensionen 
von der Verdiinnung | : 15 (1 Teil Blut, 15 Teile 0,9 proz. NaCl-Lésung) : 
0.5 cem dieser Suspensionen wurde dann in fiinf gleich grobe, kleine 
Réhrchen abgemessen und nachher zu sechs Réhrchen | ccm Bismoluol- 
lésung von der Verdiinnung 1: 500 (1 Teil Bismoluol + 500 Teile 
0,9proz. NaCl-Lésung) gegeben. Nach einer Stunde hamolysierten 
bei Zimmertemperatur alle Réhrchen. 

In den folgenden Versuchen untersuchten wir die Wirkung kleinerer 
Bismoluolkonzentrationen. Es wurde eine  Bismoluollésungsreihe 
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von stets wachsender Verdiinnung (die kleinste Verdiinnung war | Teil 
Bismoluol -+ 500 Teile 0,9 proz. NaCl-Lésung) bereitet. Fiir die Kontroll- 
réhrchen wurde eine entsprechende Lésungsserie aus K Na-Tartrat 
mit Hilfe von 0,9 proz. NaCl-Lésung hergestellt. Die Ausfiihrung der 
Versuche geschah folgendermaBen: Aus der Blutsuspension von der 
Verdiinnung 1:15 wurden in einer aus gleich groBen kleinen Réhrchen 
bestehenden Reihe 0,5 bis 0,5cem abgemessen und nachher jedes 
6hrchen mit 0,5cem Bismoluollésung beschickt, so dab die Bi- 
Konzentration in den nacheinanderstehenden Réhrchen immer kleiner 
wurde. Zu den Kontrollréhrchen, worin sich auch 0,5cem Blutsuspension 
befand, wurde statt Bismoluollésung 0,5 cem K Na-Tartratlésung von 
der entsprechenden Menge gegeben. Nachher wurden die Réhrchen 
1 Stunde lang bei Zimmertemperatur belassen. Um die Senkung der 
Blutkérperchen zu verhindern, wurden die Réhrchen von Zeit zu Zeit 
gelinde geschiittelt. Nach 1 Stunde war Hamolyse nirgends zu sehen. 
Jetzt wurde jedes Réhrchen mit 1 ccm destilliertem Wasser beschickt. 
Darauf haimolysierten die Réhrchen mit gréBerer Bismoluolkonzen- 
tration giinzlich oder teilweise, mit der Abnahme der Konzentration 
verminderte sich der Grad der Himolyse. In den anderen Réhrchen, 
die Koritrollen inbegriffen, wurde keine Himolyse beobachtet. Nach 
Abmessen von noch 0,5cem destilliertem Wasser in jedes Rohr- 
chen himolysierten die Kontrollréhrchen § giinzlich oder teilweise, 
auBerdem wurde eine ausgesprochene Himolyse bei den Bismoluol- 
rohrehen mit den kleinsten Konzentrationen beobachtet. Aber es 
zeigte sich in den mittleren R6éhrchen entweder gar keine oder 
eine Himolyse von bedeutend geringerem Mabe als bei den 
anderen Réhrehen. Diese Rédhrchen waren weniger durchsichtig, 
das hinter dem Réhrchen stehende bedruckte Papier war nicht 
oder in geringerem Mae zu lesen als bei den Kontrollréhrchen 
mit den kleinsten Bismoluolkonzentrationen. Nach Ablauf von 
10 bis 15 Stunden waren diese farblos, oder nicht so intensiv rot 
als die anderen und es sammelten sich am Grunde dieser Réhrchen 
mehr Blutkérperchen. 

Die gréBten bzw. die kleinsten Bismoluolkonzentrationen, bei 
welchen die reSistenzerhéhende Wirkung ihren Anfang nahm_ bzw. 
endete, waren individuell verschieden. Die gré$te Konzentration war 
| : 1500, die kleinste 1 : 20000 (hier und im weiteren ist schon in die Bis- 
moluolkonzentration die durch die 0,5cem Blutsuspension hervor- 
gerufene Verdiinnung eingerechnet). Wir sahen einen Fall, bei dem 
die Resistenzerhéhung zwischen 5000 bis 20000 Verdiinnung zu beob- 
achten war. Dagegen gab es drei Fille, wo die Grenzkonzentrationen 
viel naher fielen: 2500 bis 5000. Die Grenzkonzentrationen waren also 
auch verschieden (Tabelle 1). 
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Solcherweise haben wir elf Blutproben untersucht. In einem Falle 
haben wir aber keine Resistenzerhéhung erhalten. Im zweiten Falle 
arbeiteten wir statt mit Blutsuspensionen mit in 0.9 proz. NaCl dreimal 
gewaschenen Blutkérperchen, wo wir nach der letzten Zentrifugation 
eine 1: 15 Verdiinnung herstellten. In diesem Falle fanden wir dasselbe 
wie bei den anderen Bluten, nur zeigten sich die beschriebenen Er- 
scheinungen schon bei Zusatz von nur | ccm destilliertem Wasser 
(Tabelle I). 
Tabelle I. 
Resistenzerhéhung durch Bismoluol. 





Nr Bismoluolkonzentration a ig ay Blut 

l 1:5000 bis 1; 15000 15 ecem Defibriniert 
2 1:5000 , 1: 10000 i « Gewaschene Blutkérperchen 
3 1.1500 . 1: 5000 a Defibriniert 
4 1.3300 . 1: 6600 is. & 

5 1:3300 . 1: 5000 oe 

1:2500 . 1: 5000 15 . 

7 1:5000 ~ 1.20000 {t= 

s 1 : 2500 1: 5000 i « 

9 1:2500 . 1: 5000 Le « " 

1 1:2500 | nicht festgest. a. - 

1] Keine Resistenzerhéhung 15 . Z 


Das Bismoluol ruft also in gréBeren Konzentrationen Hamolyse 
hervor; die Konzentration vermindernd, kann man schon keine Himolyse 
beobachten, aber es zeigt sich Resistenzverminderung, dann in noch 
kleineren Mengen Resistenzerhéhung und am Ende ist das Bismoluol 
auf die Blutkérperchen wirkungslos. 

Um uns aber noch mehr zu versichern, da®B hier von Bi-Wirkung 
die Rede ist, haben wir Ammoniumwismutcitrat hergestellt und so 
ein in Wasser wohllésliches Priparat von 6,0 Proz. Bi-Gehalt gewonnen. 
Nachher stellten wir ebenso wie friiher Bismoluol mit Hilfe von 0,9 proz. 
NaCl-Lésung auch aus. Ammoniumwismutcitrat eine Verdiinnungs- 
reihe her (Grundlésung 1: 2500) und fiihrten die Versuche so wie 
friiher aus. In dieser Versuchsreihe zeigte sich in drei von sieben Fallen 
Resistenzerhéhung in den mittleren Réhrehen bei Zugabe von 1,5 ccm 
destilliertem Wasser. In den Kontroll- und den anderen wismut- 
haltigen Réhrchen kam Himolyse zustande. In vier Fallen war aber 
diese Wassermenge schon zu viel: es hamolysierten alle Réhrchen. 
Darum verfuhren wir vorsichtiger; wir gaben auBer dem | cem nur 
0.2 cem bzw. in einem Falle 0,4 ccm destilliertes Wasser zu den Réhrehen 
und so erhielten wir auch in diesen Fillen die frither beschriebenen 
charakteristischen Erscheinungen. Der Beginn der Resistenzerhéhung 
war hier, im Gegensatz zum Bismoluol, in gréBeren Verdiinnungen zu 
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finden. Die kleinste Verdiinnung war | : 10000 (die durch die 0.5 cem 


Blutsuspension hervorgerufene Verdiinnung mitgerechnet), die gribte 


1 : 20000. In drei Fallen waren die zwei Grenzkonzentrationen, zwischen 
welchen Resistenzerhéhung zu beobachten war, sehr nahe zueinander. 
Bei einer gewissen Konzentration erhielten wir Resistenzerhéhung, 
bei einer mit 1000 gréBeren und kleineren Verdiinnung aber schon 
nicht (Tabelle I). 


Tabelle 11. 


Resistenzerhéhung durch Ammoniumwismutcitrat. 





Nr a eee Cont Blut 
l 1: 12000 15 ecm Defibriniert 
2 1: 14.000 . 4 
3 1: 12000 bis 1.14000 1,2 
4 1: 20000 15 m 
5 1: 10000 bis 1; 20000 Ye 
6 1:14000 . 1: 16000 1,2 
7 1:12000 , 1: 18000 14 os 
8 Keine Resistenzerhéhung cs 
9 Le 

10 15 


Wir untersuchten auBerdem solcherweise noch drei Blute, im 
ganzen also zehn, aber hier konnten wir nur Resistenzverminderung 
beobachten. Da aus den Untersuchungen von Gunn und Feltham nicht 
ersichtlich ist, ob sie mit verschiedenem Blute gearbeitet haben oder 
nicht, konnen wir dariiber keinen AufschluB geben, ob negative Resultate 
auch mit Arsen gewonnen sind oder nicht. 

Da nach den Befunden von Gunn die Resistenzerhéhung durch 
Arsen schon in einer Viertelstunde zu beobachten war, untersuchten 
wir auch, wie die Resistenzerhéhung durch Wismut von der Zeit 
abhangig ist. Zu diesen Versuchen wurde nur solches Blut angewendet, 
hei welchem Resistenzerhéhung in 1 Stunde festzustellen war. Sonst 
wurden die Versuche wie oben ausgefiihrt. Unter vier Fallen trat 
Resistenzerhéhung in einer halben Stunde nur in einem Falle auf, bei 
den anderen nicht. Nach einer dreiviertelstiindigen Inkubation erhéhte 
sich die Resistenz in drei Fallen unter sechs. 

Aus diesen Versuchen kann man also darauf schlieBen, daB das 
Ki im Gegenteil zum Arsen Resistenzerhéhung nach Ablauf von langerer 
Zeit, ungefahr 1 Stunde, hervorruft. 


In den letzten Untersuchungen himolysierten wir statt mit 
destilliertem Wasser mit Saponin (Digitonin), um die Uberzeugung 


zu gewinnen, ob das Wismut die roten Blutkérperchen auch gegen 
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ein Einwirken, das bei einem anderen Mechanismus Haimolyse hervor- 
ruft, schiitzen kann (Tabelle I11). Die Versuchsanstellung war die 
friiher beschriebene. In jedem Réhrchen war 0,5 ccm Blutsuspension 

0.5cem Bismoluollésung bzw. in drei Fallen 0,5 cem Ammonium- 
wismutcitratlésung (die Grundlésungen waren gleich den _ friiher 
beschriebenen). In die Kontrollréhrchen setzten wir K Na-Tartrat 
bzw. 0.9 proz. NaCl-Lésung zu. AuBerdem arbeiteten wir in zwei 
Fallen mit gewaschenen Blutkérperchen. Nach Ablauf von | Stunde 
gaben wir zu jedem Réhrchen zuerst 1 com Digitoninlésung (Merck) von 
der Verdiinnung |: 100000 (1 Teil Digitonin — 100000 Teile 0,9 proz. 
NaCl-Lésung). Keine Anderung. Dann beschickten wir jedes Réhrehen 
noch mit 0,5 ccm Digitoninlésung, worauf in einem Falle nach einigen 
Minuten die charakteristischen Erscheinungen sich zeigten; in den 
anderen Fallen aber muBten wir noch 0,5 ccm, also im ganzen 2 ccm 
Digitoninlésung zusetzen. In sieben Fallen hamolysierten dann nach 
einigen Minuten die Kontrollréhrehen und die Réhrchen mit den 
groBten und kleinsten Bi-Konzentrationen. In den anderen Réhrchen 
war auch Hamolyse festzustellen, aber nicht in solchem Grade; diese 
sind weniger durchsichtig, das hinter ihnen gestellte bedruckte Papier 
war weniger zu lesen. In drei Fallen zeigte die nach einigen Minuten 
eingestellte Himolyse die beschriebene Reihenfolge nicht, in zwei 
Fallen himolysierten sogar die Kontrollréhrchen mit 0,9proz. NaCl 
nicht in gleichem MaBe. Aber nach Ablauf von 2 Stunden, nach Ab- 
zentrifugierung der Réhrchen, gab es in allen drei Fallen solche Bi- 
haltige Réhrchen, wo die Farbe nicht so intensiv war, wie bei den am 
mindesten hamolysierten Kontrollréhrehen. 

Jene Konzentrationen, bei welchen das Wismut die Blutkérperchen 
gegen Saponin schiitzte, waren etwa gleich den bei dem destillierten 
Wasser gefundenen. Positive Fille haben wir zehn, dagegen beob- 
achteten wir in zwei Fallen keine Resistenzerhénung (Tabelle L11). 


Tabelle 111. 


Resistenzerhéhung mit Digitonin hamolysierend. 





Nr. Bismoluolkonzentration Ce ce Blut 

] 1: 1600 bis 1: 6600 2 cem Defibriniert 

2 1:1600 , 1: 8300 = Gewaschene Blutkérperch. 
3 1:3300 , 1: 6600 15, Defibriniert 

4 1:1600 . 1: 6600 i Gewaschene Blutkérperch. 
5 1:2500 . 1: 10000 ee Defibriniert 

6 1:5000 . 1: 10000 Yo - 

7 1:2500 . nicht festgest. = “ 

8 Keine Resistenzerhéhung ae o 

9 ” ” 2 hel 
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Nr Ammoniumwismutcitrat Hamolyse mit Digitonin Blut 
= comm Verdiinnung 1 : 100 000 

l 1: 14000 2 ecm Defibriniert 
3 1: 10000 bis 1: 22 000 og : 


3 1:10000 , 1:24000 ae - 

Unsere Ergebnisse kurz zusammengefapt, glauben wir annehmen zu 
kénnen, dafi das Wismut ,,in vitro’ in gréBperen Konzentrationen Hdmol yse 
herbeifiihrt, in kleineren Konzentrationen Resistenzverminderung hervor- 
ruft, in noch kleineren Mengen infolge von Wismutwirkuny sich Resistenz- 
erhéhung zeigt und von einer gewissen Konzentration abwirts auf dic 
Blutkérperchen iiberhaupt nicht wirkt. 

Jetzt taucht aber die Frage auf, ob sich die resistenzerhéhende 
Wirkung unter den schweren Metallen und den ihnen nahe stehenden 
Koérpern nur auf das Arsen und das Wismut beschrinkt. Es ist ja 
bekannt, daB das Hg, Pb, Ur, Co usw. in gewissen Konzentrationen 
.in vivo den Untergang der roten Blutkérperchen bedingen. Darum 
halten wir es fiir sehr wahrscheinlich, daB auch diese Kérper in kleineren 
Konzentrationen Resistenzerhéhung hervorrufen kénnen.  Allerdings 
haben wir keine Versuche in dieser Richtung vorgenommen, aber 
vielleicht stiitzt diese unsere Meinung die Angabe von L. v. Lieber- 
mann (6), der in einem Aufsatz erwihnt, daB Malassez bei Pb-Animie 
Resistenzerhéhung fand. 

Da wir wissen, daB die von Arsen ausgeiibte gute Wirkung bei 
der perniziésen Animie nach unserem heutigen Wissen nur so erklirt 
werden kann, da das Arsen die Resistenz der geschwichten Blut- 
kérperchen erhéht, so taucht die Frage auf, of man auch das Wismut 
in die Therapie der pernizidsen Antimie einfiihren kiénnte. Die Ent- 
scheidung dieser Frage liegt natiirlich in der Hand des vorsichtig 


,experimenticrenden Klinikers. 


In Anbetracht dessen, daB wir beim Bismoluol auch in | : 20000 
Verdiinnung resistenzerhéhende Wirkung sahen, und da ein Mensch 
von 70 kg ungefaihr 5000 cem Blut hat, wiirden wir vielleicht bei der 
Dosis von 0,25g Bismoluol eine gute Wirkung auf die Anaemia perniciosa 
beobachten kénnen’). 

DaB wir in zwei Hundexperimenten trotz der angewandten grofen 
Dosen nur kleine Blutkérperchenzahlverminderung beobachteten, 
spricht vielleicht auch dafiir, daB wir von der Blutkérperchen zer- 
stérenden Wirkung des Wismuts nichts fiirchten diirfen. 


1) Wahrscheinlich werden auch kleinere Mengen geniigen, da die 
Ausscheidung des Wismuts aus dem Kérper nur sehr langsam geschieht 
und so die Dosen eine kumulierende Wirkung ausiiben kénnen. 





rare: 


Pa ae Re ama he © 


ei ae Sere 


ae Base 





ja 











Wirkung des Wismuts auf die roten Blutkérperchen. 431 


Die mitgeteilten Befunde geben eine neuere und interessante 
Illustration des in den medizinischen Wissenschaften und in der Kolloid- 
chemie oft bewahrten Gesetzes, daB der gleiche Stoff in verschiedenen 
Konzentrationen eine verschiedene Wirkung ausiiben kann 
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Beobachtungen iiber die Methylglyoxalase. 


Von 
Otto Meyerhof. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie Berlin-Dahlem 
(Eingegangen am 14, April 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Frage nach der Durchgangsform, die bei der Spaltung des 
Zuckers in Milchséure im Organismus durchlaufen wird, hat die Stoff- 
wechselforscher seit langem lebhaft beschaftigt. Diese Uberlegungen 
bekamen eine bestimmte Richtung durch die bemerkenswerte Ent- 
deckung, die gleichzeitig von C. Neuberg') in Deutschland und von Dakin 
und Dudley?) in Amerika gemacht wurde, dab Methylglyoxal durch 
tierische Gewebe und Gewebsextrakte mit groBer Geschwindigkeit in 
Milchsaure verwandelt wird. Seit jener Zeit wird von fast allen Autoren, 
die die Frage diskutieren, mit mehr oder minder groBer Wahrscheinlich- 
keit das Methylglyoxal als unmittelbare Muttersubstanz der im Orga- 
nismus entstehenden Milchsiure angenommen: einige Forscher haben 
noch zwischen die Hexose und Methylglyoxal Dioxyaceton oder Glycerin- 
aldehyd eingeschoben, welche von anderen, wie z. B. von Embden, 
Baldes wnd Schmitz*), als unmittelbarg Vorstufe der Milchsiure be- 
trachtet werden. Doch laBt sich feststellen, daB besonders in neuerer 
Zeit das Methylglyoxal immer mehr in den Mittelpunkt der Diskussion 
riickt. Auch ist es in der Zwischenzeit Dakin sowie Neubera gelungen, 


1) Diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. Neuberg schlagt vor, 
das hier wirksame Ferment als Ketonaldehydmutase zu bezeichnen. 

2) Journ. of biol. Chem. 14, 155, 423, 1913; s. auch P. A. Levene, 
und G. M. Meyer, ebendaselbst 14, 551, 1913. 

3) Diese Zeitschr. 45, 123, 1912. Embden und Mitarbeiter schlieBen auf 
diese Verbindungen als Zwischenstufe aus ihrem Befund, da® durch ge- 
waschene Erythrocyten Glycerinaldehyd rascher als Traubenzucker in 
Milchséure verwandelt wird. Wenn diese Beobachtung zutrifft, handelt 
es sich jedenfalls um einen Spezialfall. Nach Versuchen in unserem 
Laboratorium mit verschiedenen Rattengeweben werden Dioxyaceton und 
Glycerinaldehyd im Vergleich zum Traubenzucker nur sehr langsam in Milch- 


siure verwandelt. 
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Hexosen in Natriumphosphat- oder Bicarbonatlésungen teilweise in 
Methylglyoxal zu spalten'). Aus diesem Grunde habe ich eine 
Reihe von Versuchen iiber die Methylglyoxalase angestellt, um fest- 
zustellen, ob sich die Vorstellung mit mehr oder minder grober Wahr- 
scheinlichkeit belegen oder ausschlieBen laBt, da das Methyl- 
glyoxal diese Zwischenstufe darstellt. Als Argument dagegen wiirde 
man es z. B. ansehen, wenn die Umwandlung des Methylglyoxals in 
den Zellen durch Substanzen gehemmt wiirde, die die Glykolyse nicht 
beeinflussen, waihrend umgekehrt ein gleichsinniges Verhalten beider 
Enzyme in méglichst vielen Fallen zugunsten der Hypothese sprechen 
wiirde. Ein weiterer Punkt von Interesse in diesem Zusammenhang 
ist, ob die Geschwindigkeit der Milchsaurebildung aus Methylglyoxal 
eine ihnliche Beeinflussung durch den Sauerstoff zeigt, wie sie von 
mir fiir die Milchsiurebildung im Muskel*) und durch Bakterien*), 
von Warburg, Negelein und Posener*) an den verschiedensten glyko- 
lysierenden Geweben des Warmbliiterorganismus, insbesondere auch 
am Carcinom gezeigt worden ist: daf namlich der Sauerstoff die drei- 
bis sechsfache Menge derjenigen Milchsaiure, die durch ihn oxydiert 
werden kénnte, zum Verschwinden bringt. 

Tatsachlich hat sich in meinen Versuchen kein Widerspruch zu 
der Annahme ergeben, daB die Methylglyoxalase einen Teilbestandteil 
des glykolysierenden Ferments bildet, in ahnlicher Weise wie die 
Carboxylase einen Bestandteil der Zymase (C. Newberg) darstellt. In 
physikalisch-chemischer Beziehung besteht eine weitgehende Uber- 
einstimmung mit dem Verhalten des Atmungsenzyms und wohl auch 
des glykolytischen Ferments, das in dieser Hinsicht nicht so voll- 
standig untersucht ist. Da® die Umwandlung des Methylglyoxals 
gegeniiber verschiedenen Einwirkungen weniger empfindlich ist als 
die Glykolyse*und diese andererseits bedeutend an Geschwindigkeit 
iibertrifft, wird man in Analogie zur Carboxylase nicht als Argument 
gegen seine Teilnahme an der Glykolyse anfiihren. Andererseits hat 
sich ein bindender Beweis fiir diese Annahme nicht ergeben. Gleich- 
zeitig wurde die katalytische Umwandlung des Methylglyoxals in 
Milchsaure in neutraler Lésung studiert. Bisher war in dieser Richtung 
nur die Einwirkung der OH-Ionen bekannt, waihrend nach Denis) 
in neutraler Lésung erst bei 24stiindiger Erwarmung auf 100° eine 
teilweise Bildung von Milchsaure erfolgt. 

1) Dakin u. Dudley, Journ. Biol. chem. 15, 135, 1913.  Neuberg, 
diese Zeitschr. 55, 495, 1913; 71, 144, 1915. 

2) Zusammenfassung Ergebn. d. Physiol. 22, 328, 1923. 

3) O. Meyerhof und P. Finkle, Chemie der Zellen und Gewebe 12, 157, 1924. 

4) Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 

5) Amer. Chem. Soc. 88, 584. 
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Methoden, 
Als Methylglyoxal benutzte ich solches, das nach der neuen Vorschrift 
von Hermann O. L. Fischer und C. Taube) dargestellt wurde. Herr 


Dr. H. L,. O. Fischer war so liebenswiirdig, mir zwei frische Praparate 
herzustellen. Ein drittes nach der gleichen Vorschrift erhielt ich von 
Herrn Dr. Schoeller, in Firma Schering-Werke. Beiden Herren bin 
ich hierfiir zu Dank verpflichtet. Das Methylglyoxal wurde in konzen- 
trierter Lésung auf Eis gehalten. Wiahrend 2 bis 3 Wochen bleibt es so 
fiir die Versuche brauchbar und erleidet nur eine langsam fortschreitende 
Zersetzung, teilweise in Saure (Milchsiure oder Brenztraubensaure). Spater- 
hin treten andere giftige Umwandlungsprodukte auf, so daB die Praparate 
fiir Versuche an Geweben méglichst frisch verwandt werden miissen. Die 
Stammldésungen wurden mit NaCl]- oder Ringerlésung verdiinnt. 

Zur Messung der Milchsiurebildung dienten die von Warburg®*) fiir 
die Glykolyse beschriebenen Methoden. DaB es sich hier bei der Bildung 
der Saéure wirklich nahezu oder ganz ausschlieBlich um Milchsaéure handelt, 
konnte durch Ubereinstimmung des Endwertes der Saurebildung unter 
anaeroben und aeroben Bedingungen und gleichzeitigem anniaihernden 
oder vollstandigen Verschwinden der Reaktion von Methylglyoxal mit 
Piperidin und Natriumnitroprussid *) festgestellt werden. Da Brenztrauben- 
siure diese Reaktion ebenfalls zeigt, kommt eine Bildung von Brenztrauben- 
siure in gréBerer Menge nicht in Frage. Die Gesamtausbeute Milchsaéure 
bei totaler Umwandlung des Methylglyoxals war, soweit kontrolliert, 
immer etwas geringer, als sie der Berechnung nach hitte sein sollen, und 
nahm noch mit dem Aufbewahren der Priparate ab, so daB sie im all- 
gemeinen etwa 80 Proz., spiter nur noch etwa 60 Proz. des berechneten 
Wertes betrug, was jedenfalls auf die allmahliche Zersetzung zu beziehen ist. 

Die Gewebsschnitte wurden nach den Angaben Warburgs angefertigt. 
Thre Dicke betrug 0,2 bis 0,4 mm; ihr Gewicht wurde nach dem Trocknen 
bei 100° auf einer Sartoriusschen Mikrowage bestimmt. Die gebildete 
Milchsaure ist in Kubikmillimetern ausgetriebener Kohlensaéure angegeben, 
indem Iemm CO, = 0,004 mg Milchsiiure ist. In Analogie zu den 
Glykolyseversuchen ist hier der Qco,-Wert nach Warburg (Kubikmillimeter 
CO, pro Milligramm Trockengewicht und Stunde) berechnet worden. 

Im folgenden werden beschrieben: 

1. Versuche an Gewebsschnitten, 

2. Versuche an Gewebsausziigen, 

3. Modellversuche (katalytische Umwandlung des Methylglyoxals). 
I. Versuche an Gewebsschnitten. 


Als Gewebe zum quantitativen Studium der Methylglyoxal- 
umwandlung empfiehlt sich ein solches, das in Abwesenheit von zu- 
gesetztem Zucker keine meBbare spontane Milchsiurebildung zeigt. 


1) Berlin. Ber. 57, 1502, 1924. 
2) Diese Zeitschr. 142, 317, 1923; 152, 51, 1924. 
8) C. Neuberg, ebendaselbst 71, 150, 1915. 
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also z. B. nicht der Muskel oder die Leber mit ihrem betrachtlichen 
Kohlehydratgehalt. Allerdings tiberwiegt auch bei diesen die Milch- 
saurebildung aus Methylglyoxal bedeutend diejenige aus den pri- 
formierten Kohlehydraten. Besonders geeignet erwies sich graue 
Gehirnsubstanz, die in Gegenwart von Zucker besonders stark glyko- 
lytisch wirksam ist, aber in Abwesenheit desselben nur Spuren Milch- 
saure produziert. 

Die Geschwindigkeit der Milchsaureproduktion aus Methylglyoxal 
durch Gewebsschnitte ist gréBer als die der Glykolyse in Gegenwart 
von zugesetztem Zucker. Nach Warburg betrigt die letztere, aus- 
gedriickt als Qco, in Stickstoff fiir Gehirn 19,1, fiir Leber 3,3. Fiir 
Muskel (Zwerchfell), bei dem es richtiger ist, die gebildete Milch- 
siure chemisch zu bestimmen, ergibt sich umgerechnet unter gleichen 
Bedingungen auch ein Qco,-Wert von 3 bis 4. Dagegen ist Qco, 
bei mittleren Konzentrationen von Methylglyoxal fiir Gehirn 45 
bis 50, fiir die Leber 30, fiir Zwerchfell etwa 15. Die Unter- 
schiede zwischen den verschiedenen Geweben, insbesondere dem 
Gehirn einerseits, dem Zwerchfell andererseits, sind zwar auch 
bei der Methylglyoxalzersetzung ausgesprochen. Doch méchte 
ich es dahingestellt sein lassen, ob dies nicht auf sekundiaren 
Effekten, wie dem verschieden guten Eindringen und einer ver- 
schiedenen Giftempfindlichkeit gegeniiber der Substanz oder ihren 
Umwandlungsprodukten beruht. Aus demselben Grunde sind auch 
die mit verschiedenen Praparaten erhaltenen Geschwindigkeiten nicht 
genau gleich. Mit dem vermutlich besten, das nach der Destillation 
unmittelbar zu 28 Proz. in Wasser gelést und in den folgenden Tagen 
benutzt wurde, ergab sich als maximale Geschwindigkeit mit Gehirn- 
substanz in m/50 bis m/150 Lésung, Qco, = 50 bis 55, wahrend der 
Wert sowohl nach héheren wie niederen Konzentrationen abfiel. Bei- 
spiele hierfiir sind in der Tabelle I enthalten. In Nr. 2 und 3 der Tabelle 
sind je zwei Versuche aufgefiihrt, von denen der eine nach der neuen 
Glykolysemethode von Warburg (,,Kastchenmethode’) ausgefiihrt ist, 
bei dem anderen aber die gebildete fixe Saure aus der Differenz des 
Bicarbonatgehalts zu Beginn und SchluB bestimmt ist. Dies 
geschieht so, daB in einer mit der gleichen Lésung beschickten 
Kontrolle zu Versuchsbeginn und zweitens in dem Versuchsgefab 
selbst zum SchluB8 durch Einkippen von Salzsiure aus dem sack- 
férmigen Anhang der Respirationsgefibe das gesamte in der Lésung 
befindliche Bicarbonat in Freiheit gesetzt wird. Man sieht, dab 
die nach beiden Methoden erhaltenen Resultate vollstandig iiberein- 


stimmen. 
DaB trotz der starken Wirksamkeit das Methylglyoxal fiir die 
Zelle giftig ist, ergibt sich aus der Atmungshemmung. Diese betragt 
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Tabelle I. 
Gehirnschnitte in Ringer-Bicarbonat mit Methylglvoxal. 


Gasraum 5 Proz. Kohlenséure in N,. 





Gebirn Methylglyoxal- co 


Nr. Zeit konzentration — Vco. Methode 
mg Mol. cmm : 
l 2,03 Ih 0 15 — Kastchen 
2,25 l 0,0066 4 42 7 
2,57 l 0,020 137 53,5 & 
3.03 1 0,040 94 31 ‘ 
2 1.96 1h 30’ 0.0033 65 22 Kastchen 
1,97 1 30 0.0033 64,5 22 Umkippmethode 
3 1,89 Ih 0,010 915 48,5 Kastchen 
1,87*) l 0,010 92 49 ef 
122 | l 0,010 56 50 Umkippmethode 


*) Gemisch 5 Proz. Kohlensaure in Sauerstoff. 


bei den verschiedenen Priparaten etwas verschieden — im allgemeinen 
in m 100 Lésung gut 50 Proz., wihrend Konzentrationen unter 0,005 
ohne starkere Wirkung sind. Fiir die Frage, ob der Sauerstoff einen 
ahnlichen EinfluB auf die Methylglyoxalzersetzung durch Gewebe hat 
wie die Glykolyse, kénnten daher nur Konzentrationen unter m /200 
verwandt werden. Mit diesen ist es, zumal der Methylglyoxalgehalt 
durch die Zersetzung rasch sinkt, nicht ganz leicht, in mehreren Parallel- 
versuchen mit verschiedenen Gewebsstiicken und Fliissigkeitsvolumina 
iibereinstimmende Resultate zu erhalten, so daB gewisse Schwankungen 
der Zersetzungsgeschwindigkeit auftreten. Diese liegen jedoch nach 
beiden Seiten, ob die Milchsiurebildung in Sauerstoff-Kohlensaure- 
oder Stickstoff-Kohlensiuregemischen gemessen wurde, und es folgt, 
daB der Sauerstoff die Geschwindigkeit nicht andert. Einige Ver- 
suche sind auf der Tabelle Il wiedergegeben. In den Versuchen mit 
Zwerchfell und Leber Nr. 1, 2 und 3 ist zwar die Milchsiurebildung 
in Stickstoff deutlich erhéht. Doch beruht dieses, wie Versuch 3 
zeigt, auch nur auf dem Unterschiede zwischen der anaeroben und 
aeroben Glykolyse, die auch ohne Methylglyoxal stattfindet. Da- 
gegen schwanken die Resultate mit Gehirnsubstanz nach _ beiden 
Richtungen. 


Wiahrend Natriumfluorid, das die Glykolyse schon in kleinen 
Konzentrationen hemmt, auf die Methylglyoxalase nur schwach wirkt, 
stimmen die narkotischen Konzentrationen in beiden Fallen tiberein'). 


1) Uber die narkotische Hemmung der Glykolyse wird Herr Dr. Loebe/ 
aus unserem Laboratorium demnichst berichten. 
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Tabelle 11. 
Milchsaurebildung aus Methylglyoxal in Sauerstoff-Kohlensaure- 
und Stickstoff-Kohlenséuregemischen. 








Ver» | Methyiglyoxal- Q co, co, 
Nr. Gewebe suchs- | konzentration Methode Oz in Sticke (Extras 
deusr (Atmung) — stoff kohlen- 
Mol. saure) in O, 
1 Zwerchfell | 1b 30’ 0,004 Kastchen 4.77 4,77 3,15 
2 Leber 1 30 0,004 ms 13 170 15.0 
3 ~ 1 30 0 alte Methode 88 6.0 1.0 
0.005 ” 7.6 19.6 14.9 
4 Gehirn l 0.01 Kastchen 4.0 25.0 34.0 
5 J 1 15 < 0,005 alte Methode 5.9 17 14 
6 ‘ l 0,005 Kastchen 4.1 16,6 13,2 
i ‘i 1 10 ~ 0,005 alte Methode 6.9 12,2 17 


In der Tabelle LII ist eine Reihe von Versuchen mit Narkotica 
verzeichnet. 
Tabelle 111. 


Narkotische Hemmung der Milchséurebildung aus Methylglyvoxal. 





Methylglyoxale Ver : co Hem: 
Nr Gewebe konzentration suchs Neskotioumsussts 2 Sticks | mung 
Mol. dauer Proz. stoft Proz. 

1  Gehirn 0,01 | — | msi — 
Athylurethan 10 | 3, 9% 

2 . ~ 0,005 1 oo — | M42 _ 
Athylurethan | 4 8.5 40 

Phenylurethan (gesattigt, 5,1 65 

3 ai < 0,005 1h 15’ a — 17 

Thymol 001) 11 35 

4 . 001 Ih —_ —_— 42 _- 
Heptylalkohol  gesattigt 6.5 85 

5 Zwerchfell 0.008 1h30 — — . oo — 
Athylurethan 8 4.9 63 

Heptylalkohol  gesattig* 4.6 65 


ll. Versuche mit Gewebsextrakten. 


Bereits Neuberg sowie Dakin und Dudley haben festgestellt, dab 
die Milchsiurebildung auch durch zellfreie Extrakte aus Leber und 
Muskulatur bewirkt werden kann. In der Tat gelingt es leicht, 
stark wirksame Extrakte aus verschiedenen Geweben herzustellen. 
Merkwiirdigerweise verliefen bei mir Versuche mit .Rattenleber 
negativ, dagegen positiv mit Muskulatur und Gehirn. Die Mus- 
kulatur wurde fein zerschnitten, mit der dreifachen Menge iso- 
tonischer NaCl- oder KCl-Lésung versetzt, 1 Stunde in der Schiittel- 
maschine geschiittelt, durch Papier filtriert, der ablaufende Saft 
zentrifugiert und die klare, rétlich gefarbte, wisserige Lésung be- 








| 
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nutzt. Die Gehirnsubstanz wurde mit der dreifachen Menge KC1- 
Lésung in der Reibschale zerrieben, dann ebenfalls scharf zentri- 
fugiert und die iiberstehende Lésung verwandt. Besonders wirksam 
war Gehirnsubstanz. Noch in vierfacher Verdiinnung setzt der frisch 
hergestellte Extrakt eine m/100 bis m/200 Lésung von Methylglyoxal 
in 1 Stunde bei 38° zu iiber drei Viertel um. Die Methylglyoxalase zeigt 
in physikalisch-chemischer Hinsicht ein ganz ahnliches Verhalten wie 
das Atmungsenzym. Otto Warburg hat gezeigt, daB man zellfreie, 
strukturlose Extrakte aus Leber, Seeigeleiern und anderem Material 
erhalten kann, die atmen und deren Oxydation durch Narkotica gehemmt 
wird, ahnlich wie auch die Girung im HefepreBsaft, wobei die Hem- 
mungen aber schwiacher als die der Zellatmung und Zellgirung selbst 
sind. Die ,,Safthemmung unterscheidet sich von der .,Struktur- 
hemmung* besonders stark bei den héchsten Gliedern der homologen 
Reihe'). Ferner ist die Wirkung an den Eiweifgehalt der Extrakte 
gebunden. Bei Filtration durch Berkefeldkerzen ist die erste eiweib- 
arme Filtratportion wirkungslos, der spiatere eiweiBreiche Anteil wirksam. 
Dasselbe Verhalten zeigt auch die Methylglyoxalase. Einige Versuche 
mit narkotischen Substanzen sind in der Tabelle [IV zusammengestellt. 
In der letzten Spalte sind noch einmal die Hemmungen der gleichen 
Substanzen am Gewebe selbst angefiihrt. 





Tabelle IV. 
Narkotische Hemmungen im Gewebsextrakt. 
Methyle . , Hem: 
Gewebs- _glyoxal- wd — co Hems mung 
Nr. ' konzens  suchss Zusatz — _—s mung '™ Ges 
pee weten dauer Zusatzes webs 
Mol. cmm Proz Proz. 
l Gehirn 0,008 ]h = _ 83 —_— —_— 
Heptylalkohol gesattigt 76,5 8 85 
2 Muskel = 0,008 2 * = _ 98 — oa 
Athyltrethan 8 Proz. 63 36 63 
Heptylalkohol gesattigt 92 6 65 
3 " 0.01 lh 25’ — — 68 — — 
Amylalkohol 2 Proz. 45 33 fast 
100) *) 


*) Diese Zahl ist in der Arbeit von Dorner (unter Warburg) fiir die Garung lebender Hefe 
festgestellt, wahrend die Hemmung im Hefeprefisaft durch 2 Proz. Amylalkohol 46 Proz. betragt. 


Ein Teil einer gréBeren Menge von Muskelextrakt wurde durch 
eine Berkefeldkerze von 10 cm Lange und 5 cem Inhalt mit der Wasser- 
strahlpumpe durchgesaugt. Die ersten beiden Anteile des Extrakts 
zu je 3 com waren fast eiweiffrei und gegeniiber Methylglyoxal wirkungs- 


') Otte Warburg, Pfliigers Arch. 154, 599, 1913; 158, 19, 1914. Er- 
gebnisse d. Physiol. 14, 253, 1914. 
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los. Der vierte Anteil dagegen war bereits sehr eiweibreich, und seine 
enzymatische Wirkung unterschied sich nicht deutlich von dem un- 
filtrierten Saft. 

Infolge der weitgehenden Analogie mit dem Atmungsenzym lag 
die Frage nahe, ob auch hier ein ultrafiltrierbares und kochbestandiges 
Koenzym wie bei der Atmung nachweisbar ist'). Dies ist nun zwar 
nicht der Fall, denn wohl wird bei der Ultrafiltration und Waschung 
der Riickstand allmahlich in seiner enzymatischen Kraft geschwacht, 
doch besitzt das unverdiinnte Ultrafiltrat nicht die Fahigkeit, den- 
selben zu reaktivieren. Auf der anderen Seite zeigt sich aber, dali der 
Kochsaft von Gehirnsubstanz und Muskulatur eine starke Aktivierung 
der Methylglyoxalase bewirkt, wahrend er direkt das Methylglyoxal 
nicht angreift. Kocht man das Gewebe selbst oder auch den Extrakt auf 
und gibt ein gleiches Volumen Kochsaft zum frischen Extrakt, so wird 
die Geschwindigkeit des Methylglyoxalumsatzes mindestens verdoppelt. 
Einige Beispiele hierfiir sind in der Tabelle V gegeben. In der letzten 
Zeile Versuch | und 4 ist je ein Versuch mit Kochsaft allein angefiihrt 


Tabelle V. Aktivierung der Methylglyoxalase durch Gewebskochsaft. 





Methyl- 


Gesamt- Ss 
- . lyoxals s Steige- 
Nr. Gewebsextrakt onzens flissig: Zusatz Zeit co, ong 
tration keit 
com Mol. ccm cmm Proz 
l Muskel 09 0008 20 — -- 45’ 30 — 
2 09 0.008 20 Muskelkochsaft . 0.9 107 230 
— 0008 20 " 09 l — 
2 Gehirn 05 0,008 2.0 — — 65 42 -- 
“ 05 0.008 2.0 Muskelkochsaft 0.7 163 300 
3 Muskel-Ultra- 05 0.008 3.0 —_— _ Ih 43 — 
filtrations- 05 0.008 3.0 Muskelkochsaft 1,75 190 30 
ruckstand 05 0008 30 Ultrafiltrat 1,75 44 0 
4 Gehirn O08 0008 20 _— — l 875 — 
7 * 08 0,008 2.0  Gehirnkochsaft 08 + 169 80) *) 
10 0008 22 —_ — 28 
Gehim-L tras | 10 0008 22 Gehirnkochsaft | 0.8 53 5O*) 
poe ey l 10 0008 22 Ultrafiltrat 0,8 27 0 
7 0.008 2.2 Gehirnkochsaft 0.8 ll --- 


*) Ab Korrektur fur Kochsaft. 
III. Modellversuche. 

Methylglyoxal ist eine ziemlich unbestandige Substanz. Es nimmt 
daher nicht wunder, daB sie unter Bedingungen, die allgemein die 
Stabilitat gegeniiber dem Sauerstoff herabsetzen, rasch oxydiert wird 
Wihrend eine m/20 Lésung von Methylglyoxal fiir sich allein in 1 Stunde 
nicht deutlich Sauerstoff verbraucht, wird sie an der Oberflache von 


1) O. Meyerhof, Hoppe-Seilers Zeitschr. f. physiol. Chem, 101, 165, 
1918; 102, 1, 1918. 
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Tierkohle oxydiert. 2cem einer derartigen Lésung nehmen z. B., mit 
0.1 g Merckscher Blutkohle in Sauerstoff geschiittelt, in 1 Stunde 
120 cmm Sauerstoff auf. Die Geschwindigkeit ist an der gleichen Kohle 
ahnlich groB wie fiir die Oxydation von Leucin'). Trotzdem handelt 
es sich hier um einen anderen Vorgang, wahrscheinlich eine unspezifische 
Verdichtung an der Oberflache, denn n/1000 Blausiure hemmt die 
Oxydation nicht, sondern beschleunigt sie sogar*) (Blausiure selbst 
ruft keine meBbare Oxydation des Methylglyoxals hervor). Ahnlich 
wie Kohle verhalt sich konzentrierte, neutrale Phosphatlésung, in der 
Fructose rasch oxydiert wird®). Wahrend dies nach Meyerhof und 
Matsuoka*) ebenfalls auf einer Metallkatalyse beruht, gilt dasselbe 
offenbar nicht fiir die Oxydation des Methylglyoxals. Denn auch hier 
ruft Blausiure eine starke Steigerung der Oxydation hervor, wahrend 
andererseits der Zusatz von Metall ohne EinfluB ist. 


Interessanter erscheint in unserem Zusammenhang die Umwandlung 
des Methylglyoxals in Milchsiure. Ich machte die Feststellung, dab 
sehr geringe Konzentrationen von Blausiure in neutraler Lésung 
katalytisch eine Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsiure be- 
wirken. Es handelt sich hierbei nicht etwa, wie man denken kénnte, 
um die bekannte Additionsreaktion des Aldehyds mit dem zugesetzten 
Cyankali, sondern um eine Katalyse®). Denn 5.10~5 mol. KCN wandelt 
bereits in weniger als 1 Stunde bei 38° itiber die hundertfache Menge 
Methylglyoxal in Milchsiure um. Wie es bei einer echten Katalyse 
zu erwarten ist, ist die Geschwindigkeit des Vorganges direkt der Kon- 
zentration des Katalysators proportional. Da der Verlauf des Um- 
satzes durch gewisse Nebenreaktionen kompliziert zu sein scheint, tritt 
dieser Zusammenhang am deutlichsten zutage, wenn man die Zeiten 
des halben Umsatzes miteinander vergleicht. 


Diese betragen z. B.: 


Versuch I: fiir 2. 10-4 mol. . . . & Minuten 
—_ aa <- -< 2 + 3.00 
a ae. wee 6 
o tee .« «3 «el eee 
4 wee 
Ill: .. etwa l .10-4mol.. 15 
‘ a oe + San 


5 
o4.te-7 .. « 


” ” 


') O. Warburg und Negelein, diese Zeitschr. 118, 257, 1921. 

*) Fiir die Oxydation der Blauséure selbst an Tierkohle ist eine 
Korrektur in Abzug gebracht. 

3) O. Warburg und Yabusoe, diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 

4) Ebendaselbst 150, 1, 1924. 

5) Vielleicht ahnlich der Cyankatalyse der Berzoinkondensation bei 
aromatischen Aldehyden. ° 
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Der Verlauf ist auf den Abb. 1 bis 3, die drei Versuche wiedergeben, 
dargestellt. Am Anfang gilt wenigstens angenihert die Gleichung der 
monomolekularen Reaktion, wofiir in der Tabelle VI Beispiele fiir 
Versuch I, 2 und fiir die 
Versuche Ill, 1 und 2 
gegeben sind. Im allge- 
meinen steigt K in der 
ersten Reaktionshalfte, um 
dann weit unter den An- 





fangswert zu sinken. 

Als Anfangskonzen- 
tration ist die in toto er- 
haltene Kohlensiuremenge 
benutzt worden. Da der 
Umsatz aber nicht kom- 








plett ist, ist schon aus Si i a a Ww  —" 
diesem Grunde die Be- Abb. 1. Katalytische Milchsaurebildung durch KCN 
rechnung wenig genau. Ordinate: cmm CO,. Unterste Kurve: ohne Zusatz 
In der spiteren Zeit verlangsamt sich der Umsatz immer mehr, 
ohne einen scharfen Endpunkt zu erreichen. Es scheint, daB auber 
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Abb. 2. (Siehe Abb. 1.) 
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Abb. 3. (Siehe Abb. 1.) 
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Tabelle VI. 


Reaktionsgeschwindigkeit, fiir den katalytischen Umsatz des Methylg!voxals 
mit KCN, fiir den Hauptanteil der Kurven bestimmt. 





k on 
tp — ty A—2, 
> rea? . I y yo . 
Ne | gg KENe | Zeitintervant | Methylene oss. 
Min. emm CO, 
240 
I 1.10-* n 25. -195..--]----335 
2.5 161 3.05 
25 131 3,28 
2.5 112 2.56 
i) 74 3.08 
75 45 2,22 
182 
Itt, 1 1.10-4 n 1D «eee; cee IIG...+| ---- 1,04 
10 70 2,23 
10 41 2.43 
15 21 2.01 
15 1] 2,01 
182 
Ill, 2 5.10-5 n Bcc c.s) scan wesc] occ oe 
10 109 1,07 
10 83 1,25 
15 55 119 
| 15 41 0.95 
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Milchsiure auch noch andere Produkte entstehen, indem die Reaktion 
mit Piperidin und Natriumnitroprussid zwar sehr abgeschwicht wird, 
aber nicht vollstandig aufhért. Andererseits ergibt sich bei Totalumsatz 
des Methylglyoxals einerseits mit Gehirnextrakt, andererseits mit 
Blausaure, derselbe Endwert (im ersten Falle verschwindet die Natrium- 
nitroprussidreaktion vollstandig). Sauerstoff hat auf den Verlauf 
keinen EinfluB; ebensowenig die Zugabe von Milchsaure. 

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB zu Beginn 0,4 ccm einer 
etwa 0,02 mol. Methylglyoxallésung, die sich in dem sackférmigen Anhang 
der RespirationsgefaiBe befand, in 1,6 cem einer NaCl-Lésung, die Bicarbonat 
und wechselnde KC N-Mengen enthielt, eingekippt wurde. Die Differenz 
der erreichten Endwerte innerhaib desselben Versuchs ist wohl auf Un- 
genauigkeiten in der Abmessung der Methylglyoxallésung sowie der Be- 
stimmung der GefaiSkonstanten zuriickzufiihren. Die unterste Kurve 
der Abbildungen zeigt die Zersetzung ohne Blauséurezusatz. Diese ist 
nur in Versuch I stirker, wo eine schon vor langerer Zeit hergestellte Lésung 
benutzt wurde. 

Fassen wir die Resultate zusammen, so ergibt sich, dab die Milch- 
siurebildung aus Methylglyoxal im Gegensatz zur Glykolyse durch 
die gleichzeitige Atmung nicht gehemmt wird. Sie ahnelt andererseits 
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den typischen Stoffwechselreaktionen in physikalisch-chemischer Be- 
als ziehung: Fiir die Hemmungen in der Zelle gelten die ,,Struktur- 
wirkungsstarken der Narkotica, wahrend fiir die Hemmung in den 
Zellextrakten die ,,Saftwirkungsstirken der Narkotica mabgebend 
sind. Die enzymatische Wirkung ist, wie die Filtration durch Berkefeld- 
filter ergibt, an den EiweiBgehalt der Extrakte gebunden. Ferner 
verstiirkt Gewebskochsaft die enzymatische Wirkung betrachtlich, 
ohne daB aber ein ultrafiltrierbares Koferment vorhanden ist. 
Katalytisch laBt sich die Umwandlung des Methylglyoxals in Milch- 
siiure in neutraler Lésung durch Blausiure in sehr geringen Konzen- 
trationen, 2. 1075 bis |. 1074, herbeifiihren, wobei die Geschwindig- 
keit der Konzentration des Katalysators proportional ist. 
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Zur Physiologie und Chemie der Pflanzenphosphatide. 


Von 
V. Grafe (Wien). 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Neuen Wiener Handelsakademie. ) 


(Eingegangen am 14, April 1925.) 


Wahrend durch die zahlreichen Untersuchungen E. Schulzes') und 
seiner Schule das stete und reichliche Vorhandensein von phosphor- 
haltigen Lipoiden und phosphorfreien, aber kohlehydrathaltigen Cere- 
brosiden nachgewiesen wurde, erschienen diese doch immer nur als 
Reservestoffe in den entsprechenden Pflanzenorganen, ohne dal man 
ihnen eine ahnlich wichtige Rolle im Mechanismus der Zellvorginge 
hatte zuerkennen mégen, wie das bei den Phosphatiden des Tierkérpers 
schon seit verhaltnismabig langer Zeit geschehen ist. 

Erst durch die ausgedehnten Untersuchungen B. HansteenC ranners*) 
wurde die Tatsache nachdriicklich hervorgehoben, dab die Phosphatide 
nicht nur keiner Pflanzenzelle fehlen, daB sie auch nicht nur als Reserve- 
stoff auftreten, sondern da® sie fiir Plasma und Zellwand als Kon- 
stituenten dieselbe Wichtigkeit besitzen wie die Proteine und Kohle- 
hydrate. 


') E. Schulze, Chem.,-Ztg. 32, 981, 1908; Zeitschr. f. physiol. Chem. 
52, 54, 1907; 55, 341, 1908; 60, 155, 1909; E. Schulze und G. Trier, 
ebendaselbst 59, 233, 1909; 76, 258, 1911; 79, 235; S1, 53, 1912; 67, 
59, 1910; Ber. d. deutsch. chem. Ges. 42, 4654, 1909; E. Schulze, Frankfurt 
und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 239, 1910; E. Schulze und 
Winterstein, ebendaselbst 40, 101, 1903; FE. Schulze und A. Likiernik, 
ebendaselbst 15, 405, 1891; E. Schulze und S. Frankfurt, Landw. Ver- 
suchsstat. 48, 307, 1894; E. Schulze und Hiestand, Dissertation Ziirich; 
Zeitschr. f. physiol. Chem, 47, 496, 1906; 54, 288, 1907; E. Winterstein 
und Smolenski, ebendaselbst 58, 506, 1909; E. Schulze und Steqmann, 
ebendaselbst 58, 527, 1909; G. Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem, 73, 383, 
1911; 77, 290, 1912; 76, 258, 496, 1912; 80, 409, 1912; 85, 372; 86, 1, 141, 
153, 407, 1913; Vl. Njegovan, ebendaselbst 76, 1, 1911. 

*) B. Hansteen Cranner, Zur Biochemie und Physiologie der Grenz- 
schichten lebender Pflanzenzellen. Meldinger fra Norges Landbruksheiskole 


2, H. 1/2, 1922. 
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Die fiir die biologische Lipoidforschung wichtigste, durch Hansteen 
Cranner gewonnene Erkenntnis besteht wohl darin, daB er nachweisen 
konnte, dai Wurzeln und andere Zellgewebe der verschiedensten 
Pflanzen an reines Wasser schon bei den Temperaturen des Lebens 
massenhaft wasserlésliche und wasserunlésliche Phosphatide abgeben, 
und daB diese sowohl im Plasma als in der Zellwand als die Bildner 
der Grenzschichten fiir die Permeabilitatsverhaltnisse der Zelle mab- 
gebend sind. 

Ihre ausgepragte Verinderlichkeit unter dem EinfluB unerheblich 
erhéhter Temperaturen, Licht, Luft und sonst indifferenter Solventien 
wie Alkohol, Ather, Aceton laBt sie als Konstituenten von Plasma- 
membran und Zellwand besonders geeignet erscheinen. Dazu kommt 
noch, daB sie sich leicht mit Elektrolyten und Nichtelektrolyten zu 
gréBeren Komplexen verbinden, und da® sie sich auch gegenseitig 
binden; daher gelingt eine Trennung mancher wasserléslicher Phospha- 
tide in ihre verschiedenen Fraktionen erst nach systematischer Ent- 
fernung der einzelnen, die sich gegenseitig in Lésung halten. Die 
wasserunléslichen, aber stark hydrophilen Phosphatide mégen die 
plasmatischen Grenzschichten bilden und von hieraus die Zellwande 
durchdringen; durch diese Barriere vermégen leicht nur Wasser und 
wasserlésliche Phosphatide zu passieren, diedemnach, da ihre Molekiilkom- 
plexe beweglich sind'), als Vehikel fiir Aschensubstanzen, Zucker usw. 
zu dienen imstande sind. Die Phosphatide der Grenzschichten reagieren 
dann mit den permeierenden Substanzen unter Verainderung der eigenen 
Permeabilitat, so daB beispielsweise der plasmolytische Versuch niemals 
rein physikalischer Deutung fahig ist, da eben das Plasmolytikum 
stets auch physiologische Anderungen bewirkt. Besonders auffallend 
und auch im extrazellularen Experiment bei den Phosphatiden nach- 
zuahmen ist die Verfestigung der Zellkonstituenten durch H-Lonen 
und Erdalkalisalze, wahrend OH-Ionen und Alkalisalze im Gegenteil 
verfliissigend wirken. Die Phosphatide sind offenbar artspezifisch, 
vielleicht sogar organspezifisch zusammengesetzt, sie andern sich 
ferner mit dem Vegetationszustand des Organs, wodurch sich die 
jahreszeitlichen und Altersschwankungen der Permeabilitat, letztere 
mit kolloiden Alterserscheinungen, erkliren wiirden. Nun sipd aber 
die bisher bei hGherer Temperatur und mit den verschiedensten Lésungs- 
mitteln gewonnenen Phosphatide sicherlich nicht mehr in demselben 
Zustand, in welchem sie in der Zelle auftreten, was aus folgendem 
Versuch hervorgehen diirfte: 

Legt man mit einem scharfen Messer geschnittene, sorgfaltig mit 
groBen Mengen Leitungswasser ausgewaschene Schnitte aus den frischen 


1) L. Loewe, diese Zeitschr. 41, 204, 1912. 
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Wurzeln der Riibe in Schalen so in destilliertes Wasser, daf dieses die 
Schnitte eben bedeckt und liBt das GefiB bei héchstens 10° in einem 
dunkien Raum 24 Stunden stehen, so erscheint nach dieser Zeit das 
Wasser vollig klar, die Schnitte véllig weiB und turgeszent. Das Wasser, 
das nunmehr reichlich wasserlésliche Phosphatide enthalt, wird an- 
dauernd mit Ather geschiittelt, die atherische Schicht abgetrennt und 
der Ather verdunstet. Der farblose Riickstand lést sich nun nicht 
mehr in Wasser und ist von diesem nicht benetzbar, wohl aber lést 
er sich leicht in organischen Lésungsmitteln. Bei 30° treten aus den 
Schnitten auch wasserunlésliche Phosphatide aus, die im Wasser eine 
milchige Suspension bilden. Diese gequollenen Phosphatidflocken 
lésen sich auch in Spuren nicht in Alkohol oder Ather, wohl aber nach- 
dem sie analytisch behandelt worden sind. 

Nach Hansteen Cranner') gelingt es auberdem auch, einzelne 
wasserlésliche Phosphatide durch fraktionierte Bleifallung in ver- 
schiedene Partien mit differentem P: N-Verhaltnis zu trennen. Zwei 
verschiedene Phosphatide erhielt er durch Fallung mit AICI,, ein 
anderes durch Ca-Acetat. Die unléslichen Fraktionen kénnen in die 
léslichen bis zu einem durch Temperaturverschiebungen bestimmten 
Gleichgewicht tibergehen. Aus den folgenden experimentellen Er- 
fahrungen an den Phosphatiden der Zuckerriibe ist allerdings zu er- 
sehen, daB hier soleche Trennungen nicht méglich sind. Dagegen zeigt 
es sich, daB die Phosphatide (unlésliche) sich Kernfarbstoffen und 
Doppelfarbungen gegeniiber genau so verhalten wie die chromatische 
Substanz des Zellkerns, auch sonst zeigen dieselben gleiche Reaktionen 
wie die Nucleine des Zellkerns, so daB die Vermutung naheliegt, die 
Nucleinreaktionen des Zellkerns riihrten vom Stickstoffkomplex der 
Phosphatide und nicht von EiweiBkérpern her. Der Zellsaft aber 
besteht aus léslichen Phosphatiden, die immer bis zu einer bestimmten 
Gleichgewichtslage von der chromatischen Substanz, d.h. von den 
unléslichen Kernphosphatiden, abgegeben werden. Diese léslichen 
Kernphosphatide kénnen dann ins Cytoplasma_herausdiffundieren 
und hier das Material fiir die Plasmamembran und fiir die Zellwinde 
abgeben, da sie stets Wandmaterial in Form von Pektinen und anderen 
Kohlehydraten mit sich fiihren. Nachgewiesen wurde ferner der Besitz 
von Leukobasen der Anthocyane und anderer Anlagen fiir erbliche 
mendelnde Merkmale. Nach Hansteen Cranner ist der Zellkern der 
Sitz fiir den synthetischen Aufbau der Zellphosphatide, wodurch ihr 
artspezifischer Charakter erklirt ware. Manche der isolierten Phospha- 
tide werden von Traubenzuckerlésungen in Konzentrationen n/2 bis n 


!) Briefliche Mitteilung Hansteen Cranners an mich vom 5. November 
1924. 
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gefallt. Nach Haberlandt strahlen seine Zellterlungshormone vom 
Zellkern aus, ebenso wie auch die Phosphatide von ihrem Bildungs- 
herd im Zellkern in das Zellmilieu herausdiffundieren. Es ist nahe- 
liegend, an Beziehungen derselben mit den Zellteilungshormonen zu 
denken. 

Aber noch eine andere wichtige Frage steht im Zusammenhang mit 
der Phosphatidforschung, die der Vitamine: Die bisherigen Versuche 
einer Isolierung der hierhergehérigen Stoffe haben fast durchwegs MiBb- 
erfolge aufzuweisen gehabt, da die Restfraktionen, in denen man die 
wirksamen Stoffe dieser Gruppe suchte, alle médglichen Spaltungs- 
produkte plasmatischer Substanzen enthalten, von denen bald die 
einen bald die anderen einen Teil der gesuchten Wirksamkeit auf- 
zuweisen hatten, ohne daB die Frage nach der Identitat des betreffenden 
Vitamins damit einer Lésung zuginglich gemacht worden ware. Ebenso 
unzulanglich erweisen sich die von manchen Autoren verwendeten, 
auf Beeinflussung der Hefegiirung beruhenden Methoden zur Unter- 
suchung wasserléslicher Vitamine. Erst kiirzlich hat Euler’) in einer 
sehr interessanten Arbeit zeigen kénnen, daB eine scharfe Grenze zu 
ziehen ist zwischen der Co-Zymase der Hefe und des Muskels einerseits 
und den durch ihre Zuwachswirkung auf Mikroorganismen oder héhere 
Tiere und durch ihre antineuritische Wirkung gekenuzeichneten Stoffe 
andererseits. ,,Selbst kraftige Zuwachsfaktoren kommen als Aktivatoren 
der Girung in Zusammenwirkung mit dem Co-Enzym der Hefe nur 
in ganz untergeordnetem Mabe in Betracht.** 

Es kann heuie keinem Zweifel mehr urterlieger, daB wir in den 
Phosphatiden und Cerebrosiden die Muttersubstanzen der Vitamine 
zu suchen haben, eine Anschauung. die durch Auffindung des fett- 
léslichen Faktors bestarkt wird. Wenn sich die bisher durch Extraktion 
des getrockneten Materials aus verschiedenen Pflanzenteilen mit 
organischen Lésungsmitteln gewonnenen Phosphatide und deren 
Spaltungsprodukte als unwirksam fiir die Heilung der Avitaminosen 
erwiesen haben, so kann daran das bisherige wenig schonende Ver- 
fahren der Isolicrung, andererseits das Unvermégen schuld sein, gerade 
die richtigen Spaltungsprodukte zu gewinnen. Solche Versuche sind 
in meinem Laboratorium gegenwartig im Zuge. Indessen sei schon 
jetzt darauf hingewiesen, daB Hansteen Cranner®) angibt, die beiden 
obenerwahnten, durch fraktionierte Fallung mit AICI, erhaltlichen 
Phosphatide zeigten bei Tauben und Meerschweinchen das eine anti- 


') H.v. Euler und Karl Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem, 188, 
260, 1924. 

2) Abderhalden und Schaumann, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 172, 
1918; Abderhalden, ebendaselbst 178, 260, 1920. 
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neuritische, das andere antiskorbutische Wirksamkeit. Es ist auch 
gelungen, die beiden ineinander itiberzufiihren, so dab die Vermutung 
gerechtfertigt ist, die verschiedenen Vitamine, die wahrend der Ent- 
wicklung der Pflanze entstehen, entstammten reversiblen Zustands- 
ainderungen der Zellphosphatide. Nach dem genannten Forscher 
scheint die erste Al-Fallung, das antineuritische Vitamin, eine primare 
Phosphatidsubstanz zu reprasentieren, die bei der Keimung des Samens, 
sowohl unlésliche als lésliche Phosphatide, darunter auch das Anti- 
skorbutikum, bis zu einer fiir das Entwickelungsstadium spezifischen 
Gleichgewichtslage abgibt. 

Damit erscheint die physiologische Bedeutung der Phosphatide 
geniigend charakterisiert, um es zu rechtfertigen, dal die chemische 
Untersuchung der Phosphatide um so energischer in Angriff genommen 
wird, als es durch die Untersuchungen Hansteen Cranners nunmehr 
mdéglich ist, einerseits zwischen wasserunléslichen und wasserléslichen 
Phosphatiden zu unterscheiden, andererseits die Méglichkeit gegeben 
ist, zu Praparaten zu gelangen, die vielleicht als nativ angesprochen 


werden kénnen. 





























Die wasserlislichen Phosphatide aus der Wurzel 
der Zuckerriibe. I. 


Von 
\V. Grafe und V. Horvat. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Neuen Wiener Handelsakademie. ) 


(Eingegangen am 14. April 1925.) 


Schon Thudichum') hat in seinen bekannten Untersuchungen iiber 
die Lipoide des Gehirns nicht nur die grobe Mannigfaltigkeit der Zoo- 
lipoide wahrscheinlich gemacht, sondern unter ihnen auch solche 
gefunden, welche keinen P, dafiir aber Kohlehydratgruppen enthielten, 
so dal} zwischen eigentlichen ,, Phosphatiden* und P-freien ,.Cerebrosiden”’ 
zu unterscheiden war, welche Unterscheidung dann auch fiir die pflanz- 
lichen Lipoide eintrat?). Tatsachlich wurden dann auch im Pflanzen. 
reich sowohl kohlehydratfiihrende, aber P-freie Cerebroside, als auch 
echte Phosphatide nachgewiesen*). 

Dal die Phosphatide sehr labile Stoffe vorstellen, die schon durch 
Licht, unerheblich erhéhte Temperaturen, verdiinnte Sauren und 
Laugen, ,.indifferente’’ organische Lésungsmittel gespalten oder 
wenigstens insofern verandert werden, daB ihr P: N-Verhaltnis sich 
indert, haben viele Autoren wahrgenommen*). Wenn trotzdem 
meistens Samenmaterial zur Darstellung der Phosphatide verwendet 
worden ist, so war einerseits die Haltbarkeit, Trockene, andererseits 
der Reichtum an den gesuchten Verbindungen fiir diese Wahl mab- 
gebend. Nur ganz gelegentlich suchte man auch in anderen Pflanzen- 
teilen nach Phosphatiden, beschrinkte sich aber in der Regel auf die 


1) J. L. W. Thudichum, Chemische Konstitution des Gehirns. Tubingen 
1901; s. ferner O. Rosenheim, Biochem. Journ. 4, 331, 1909. 

*) W. Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 181, 1902; E. Schulze, 
Chem.-Ztg. 32, 981, 1908. 

3) Bamberger und Landsiedl, Monatsh. f. Chem. 26, 1109, 1905; 
1. Zellner, ebendaselbst 32, 133, 1057, 1911; G@. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 86, 413, 1913. 

*) E. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58. 500, 1909: Erlandsen. 
ebendaselbst 51, 71, 1907. 
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Konstatierung ihres Vorhandenseins oder ihrer aus dem P-Gehalt 
errechneten Menge. Ein Phosphatid aus der Zuckerriibe erwahnt eine 
altere Arbeit von Lippmann, ein Phosphatid aus der Althaeawurzel 
nennt Friedrichs, ein solches aus der Wurzel von Daucus Carota 
beschreibt Euler und stellt das Verhaltnis N : P fest, auch in anderen 
Wurzeln und Laubblattern wurden Phosphatide oder deren Spaltungs- 
produkte beschrieben, ohne da man aber auf deren Reindarstellung 
eingegangen wire'). 

Seitdem aber Hansteen-Cranner*) nicht nur die Ubiquitat der 
Phosphatide nachweisen konnte, sondern auch zeigte, dab von lebenden 
Pflanzenorganen bei Temperaturen unter 20° fortdauernd gréBere 
Mengen wasserléslicher Phosphatide an destilliertes Wasser abgegeben 
werden, waihrend bei héheren aber noch immer innerhalb der 
Lebensgrenzen gelegenen auch wasserunlésliche Phosphatide unter 
Triibung der Fliissigkeit in diese iibergehen, war die Méglichkeit zur 
Trennung beider Gruppen und zu einer Reindarstellung gegeben, 
welche die bisherigen Arbeiten vermissen lieben. Man kann bei Ver- 
suchen mit roter Riibe genau die Gefihrdung des Lebens bei Temperatur- 
erhéhung verfolgen, da in dem Moment, wo dies der Fall ist, auch der 
rote Farbstoff, fiir den normalerweise die intakten Zellen inpermeabel 
sind, auszutreten beginnt. Dieser Zustand ist aber reversibel, wenn 
die Temperaturerhéhung nicht zu lange gedauert hatte, denn bei Uber- 
tragung der Schnitte in kaltes Wasser bleibt dasselbe alsbald wieder 
klar und farblos. 

Wir haben in unseren Versuchen mit Schnitten aus der Wurzel 
der Zuckerriibe [Beta vulgaris*\] stets mit Wasser von etwa 10° ge- 
arbeitet und so aus der durchaus wasserklaren Fliissigkeit nur die 
wasserléslichen Phosphatide gewonnen, wahrend das Studium der wasser- 
unléslichen Anteile einer spiiteren Arbeit vorbehalten sein mdge*). 

Es konnte zunichst die Angabe Hansteen-Cranners (|. c.) bestatigt 
werden, nach welcher die Salzionen insofern einen Einfluf auf das 


1) E.O% v. Lippmann, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 20, 3201, 1887; 
Friedrichs, Arch. f. Pharm. 257, 288, 1919; H. v. Euler und E. Nordenson, 
Zeitschr. f. physiol. Chem, 56, 233, 1908; H.v. Euler und Allan Bernton, 
Arkiv fir Kemi-etz. 8, 18, nach Chem. Centralbl. 1922, III, 443. 

*) B. Hansteen Cranner, Zur Biochemie und Physiologie der Grenz- 
schichten lebender Pflanzenzellen. Meldinger fra Norges Landbrukshdéiskole 
2, H. 1/2, 1922. 

8) Fiir die Beschaffung der notwendigen gréBeren Mengen Zuckerriiben 
sind wir Herrn Prof. Dr. B. Ganzel zu bestem Danke verpflichtet. 

*) Durch weitere Untersuchungen ist es wahrscheinlich geworden, daB 
die ,,unléslichen Phosphatide™ wenigstens in manchen Fillen einem kolloiden 
Gleichgewichtszustand entsprechen und aus den ,,lislichen*: hervorgehen, 
ohne daB zwischen beiden rein chemische Differenzen bestiinden. 
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Herausdringen der wasserunléslichen Phosphatide aus der Zelle haben, 
als beim Einlegen der Schnitte in n oder n 2 Lésungen von Alkali- 
und Mg-Salzen die Fliissigkeit auch bei niederen Temperaturen getriibt 
wurde, wihrend umgekehrt in ebensolchen Lésungen von Erdalkali- 
salzen auch bei héheren Temperaturen, bei denen sonst ein Austreten 
der wasserunléslichen Phosphatide erfolgte, die Fliissigkeit klar blieb. 
Beim Ubertragen der Schnitte aus den in Alkalisalzen triibe ge- 
wordenen Lésungen in solche von Erdalkalien hérte das Heraus- 
strémen wasserunléslicher Phosphatide auf. Auch Leuchtgas oder 
CO, beférdert, offenbar infolge Schadigung der Lebensfahigkeit, das 
Austreten der wasserunléslichen Anteile. Wahrend aber die Fallung 
der Phosphatide innerhalb der Zelle durch K-lonen in sehr geringem 
MaBe, die durch Ca-lonen schon in betrichtlich verstarktem Mabe, 
aber immerhin noch reversibel stattfindet, ist die durch Bleisalze 
hervorgerufene irreversibel. 

Vor allem ware die Frage zu beantworten, ob alle so gewonnenen 
Phosphatide dem Lecithintypus angehéren und dabei doch eine gréBere 
Komplikation der Zusammensetzung zeigen, oder ob sie Lecithine 
schlechtweg darstellen. Denn bei den bisher geiibten Darstellungs- 
methoden mit immerhin eingreifenden chemischen Mitteln ist die 
Gefahr der Abspaltung einzelner Komponenten aus einem groben und 
labilen Molekiil nicht auszuschlieBen. Infolgedessen haftet der ganzen 
Phosphatidforschung eine gewisse Unsicherheit dadurch an, da immer 
eine Verunreinigung der gewonnenen Praparate mit deren Spaltungs- 
produkten einerseits méglich ist, andererseits durch EinschlieBen von 
nicht lecithinartigen Lipoiden, wie G. Trier mit Recht hervorhebt. Ein 
solches komplizierteres Phosphatid vom Lecithintypus scheint nun in 
der Tat in unseren Versuchen aus der Wurzel von Beta vulg. gewonnen 
worden zu sein. 

Die groBe Labilitat des Phosphatidmolekiils und seine Unkristalli- 
sierbarkeit bedingt, da8 es bisher weder direkt, noch auf dem Umwege 
iiber Metallverbindungen méglich war, zu analysenreinen Produkten 
zu gelangen. Die iibliche Fallung mit Schwermetallsalzen ergibt wohl 
eine gewisse Stabilitat der hierher gehérigen Verbindungen und dadurch 
die Méglichkeit der Isolierung in dieser Form, mag es sich nun um 
chemische oder physikalische Niederschlagsreaktionen') handeln, jedoch 
hat sich bisher die Freisetzung des Phosphatids aus einer solchen Ver- 
bindung deshalb als unméglich erwiesen, da schon die zur Fallung der 
Metalle dienenden Reagenzien eine tiefgehende Veranderung oder gar 
Spaltung des Phosphatids zur Folge hatten. So versuchte*) Erlandsen 


1) W. Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 181, 1902/03. 
2) 4. Erlandsen, ebendaselbst 51, 141, 1907. 
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eine Ausfallung des Phosphatids aus dem Myokardium iiber die Cd- 
Verbindung, jedoch miblang der Versuch der Freisetzung des Phosphatids, 
indem schon der zur Entfernung des Cd verwendete H,S eine ,,De- 
komposition’ des Phosphatids bewirkte. Dieselbe Erfahrung machten 
auch wir, als wir die Entfernung des Schwermetalls aus der Bleifallung 
unseres Phosphatids mittels H,S versuchten. Immerhin scheint uns 
die in unseren Versuchen erhaltene Bleifallung, welche infolge der 
aiuBerst schonenden Darstellungsweise eine Veranderung nahezu aus- 
schloB, so rein als irgend méglich zu sein, was ihre Verwendung zur 
quantitativen Analyse berechtigt erscheinen lie}. Tatsachlich ergaben 
die Analysenwerte eine so befriedigende Konstanz, wie sie nur von 
analysenreinen Substanzen geliefert werden. Ja, sie lieBen sogar die 
Moéglichkeit nicht ausgeschlossen erscheinen, zu einem Strukturbild 
des Phosphatids zu gelangen, denn sie paBten befriedigend zu den fiir 
eine wahrscheinliche Formel berechneten Zahlenwerten. 

Mit einem Phosphatid, fiir welches die Kriterien der Reinheit und 
Unzersetztheit viel weniger gegeben waren als fiir das unsere, hat 
Kuler') gearbeitet und elementaranalytische Werte publiziert; wohl 
hat er im CO,-Strom gearbeitet, aber dabei Alkohol, Ather, Chloro- 
form, Ligroin und Pyridin unter Anwendung héherer Temperaturen 
benutzt und so aus Karotten ein Phosphatid extrahiert, das schlieBlich 
ein dunkelbraunes, bei 40° erweichendes Ol darstellte, welches bei der 
Mikroanalyse 61,2 Proz.C, 9,8 Proz. H, 2,2 Proz. N, ferner 3,30 bis 
3.55 Proz. P lieferte. Daraus schlieBt Huler, daB er kein reines Produkt. 
sondern ein durch ein Diaminophosphatid verunreinigtes Monoamino- 
phosphatid unter den Hianden gehabt hatte. 


Experimenteller Teil. 

Zur médglichsten Reindarstellung der wasserléslichen Phosphatide 
wurden zunichst Vorversuche betreffend die Zuriickhaltung derselben 
beim Einlegen der Schnitte in die Lésungen von Erdalkalisalzen, Behandlung 
mit CO, und Leuchtgas angestellt. Dabei wurde nicht nur die durch Klar- 
bleiben des Dialysats geWahrleistete Zuriickhaltung der wasserunléslichen 
Phosphatide in der Zelle verfolgt, sondern auch die Permeabilitatsverhalt- 
nisse an dem Mitaustreten eines Kristalloids studiert, als welches sich bei 
der Zuckerriibe naturgem&B als bequemstes der Rohrzucker ergab. Alle 
Fliissigkeiten, die sich aus den Versuchen ergeben hatten, wurden stets 
auf das Vorhandensein und die Menge der mitausgetretenen wasserliéslichen 
Phosphatide gepriift. Es zeigte sich dabei einerseits, daB schon in die 
Salzlésung gréBere Mengen der gewiinschten Phosphatide iibergegangen 
waren, andererseits, daB die Dialysate dadurch stets unbequeme Mengen 
von Mineralstoffen tibernahmen, welche unter Umstinden die spatere 
Analyse der organischen Kérper zu erschweren geeignet gewesen waren. 
Da sich schlieBlich zeigte, daB das Einlegen in Saizlésungen auch durch 
laimgeres Stehen der Schnitte in Wasser ersetzt werden konnte, wurde 


1) H.v. Euler und Allan Bernton, |. ¢. 
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“pater von dieser Methode Abstand genommen. 2 bis 3mm dicke Schnitte 


cer Zuckerriibe wurden in die nachbezeichneten Salzlésungen in groBen 
Steingutschalen, wie sie in photographischen Laboratorien verwendet 


werden, so eingelegt, daB die Schnitte, in einer Schicht liegend, von der 
Fliissigkeit einen Finger hoch bedeckt waren. Nach sechsstiindigem Ver- 
weilen darin wurden sie mit Leitungswasser rasch abgespiilt und bei einer 
60° nicht iibersteigenden Temperatur gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
Es wurde dann nach 24 Stunden der in die Salzlésung und der in das Dialyse- 
wasser durch die angegebene Zeit tibergetretene Zucker nach der mab 
analytischen Methode von Fehling-Soxhlet bestimmt. Ob gleichzeitig in 
die Salzlésung oder in das Wasser unlésliche Phosphatide tibergetreten 
waren (Triibung der Fliissigkeit) oder nicht (Klarbleiben der Fliissigkeit ), 
erscheint in der folgenden Tabelle durch ein ,,+-"* bzw. durch ein ,, 
ausgedriickt. 





n 100CaCl, 








1 nCaCl, n2CaCl, n4CaCl, aSCaCl, n10Cacl, “OW: + Ca(OH); n/4 Ca(NO5), 
2 2 ges. Lsg. , 2 
ges. Lsg 
2 1,052 3.38 1.388 3.18 3,004 10.5 9,02 5,64 
3 — — — _— —_ + + — 
4) 13.91 15,79 13,579 15,16 12,032 79 6,72 16,92 
5 om —_ _— —_— —_— + 4 + 
n2KCi n4KCl ns KCl n4KCi n4KCl n2KC 
1 n8Ca(NO,). + + : n/4KCl + + + 
n2CaCl, n4CaCl, nSCaCl, nCaCl, n2CaCl, n/4 CaCl, 
2 5,64 451 22% 22% 22% | 2% 14 2,35 
3 —_— —_ —_ _ _— _ —_ —_ 
4 15,79 14.66 15,79 15,79 15,79 15,79 16,82 15.91 
5 ef } i 4 ea ane — 4 
n2 KCl n2 KCl n2 KCl . : 
+ n2 KCl + + co Leuchtgas p. oe t a 
ns CaCl, n CaCl, n/4CaCl, osier osier 
2 2,82 3,38 2,26 2,26 17,12 18.2 6.77 8.95 
3 —_ _ oa — rT = + + 
15,79 14.55 15,79 14.55 1,64 2.€2 8.46 0 
5 «f.. of. — } + + 4+ + 
1 Lésungen, in welche die Schnitte eingelegt wurden, bevor sie der Dialyse unterworten worden 
waren. 
2 Prozente Zucker, die bei sechsstiindigem Verweilen der Schnitte in obigen Lésungen in diese 


austreten (bzw. aus Lebendgewicht der Rube). 
3 Bezeichnung des Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins wasserunléslicher Phosphatide 
in den obigen Lésungen. 
4 Prozente Zucker, der bei der nachfolgenden Dialyse bei 60° durch 4 Std. gegen dest. Wasser 
in diese iibergetreten ist (bzw. aus Lebendgewicht der Rube). 
Vorhanden« oder Nichtvorhandensein wasserunléslicher Phosphatide im Dialysat. 
Dosiert-Einleiten des Gases durch 6 Std., d. h. so lange, als sonst die Schnitte in den Salz- 
lésungen gelegen hatten. Sonst Einleiten durch die ganze Zeit. 
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Darstellung des wasserléslichen Phosphatidanteils. 


2 bis 3mm dicke Schnitte gesunder, frisch geschalter Riiben 


(Beta vulgaris) wurden so in flache Glas- oder Steingutschalen eingelegt, 
daB sie eine einzige dichte Schicht bildeten, und sofort mit destilliertem 
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Wasser iibergossen, so dal sie eben bedeckt erschienen. So wurden 
sie hei genau 18° je 24 Stunden von Glasplatten locker bedeckt stehen- 
gelassen. Die ganz klare wasserhelle oder héchstens ganz leicht gelb- 
liche Fliissigkeit gab keine Reaktion auf Proteine (die Millonsche und 
Biuretreaktion fielen negativ aus, ebenso die Xanthoproteinreaktion 
und die Farbenreaktion nach Molisch und Adamkiewicz). Bei Abschlub 
des Versuchs waren die Scheiben noch frisch, wei® und turgeszent, 
an frisches Wasser gaben sie, wie durch die versuchte Fallung mit 
Bleiacetat festzustellen war, keinerlei Phosphatide mehr ab. Nach 
der genannten Zeit wurden tiberhaupt keine wasserléslichen Phos- 
phatide mehr abgegeben. 

Das Dialysat wurde rasch bei héchstens 40° eingedampft. In 
einigen Versuchsreihen stellten sich infolge des hohen Zuckergehalts 
des Dialysats Ansammlungen von Mikroorganismen ein, welche die 
Lésung triibten und, abgesehen von deren schweren Filtrierbarkeit, auch 
noch unkontrollierbare Verainderungen der zu priifenden Substanzen 
herbeizufiihren geeignet waren. Der Versuch, solche Pilzinfektionen 
durch verschiedenartige Antiseptika, wie CHCl,, Ather, Sublimat. zu 
verhindern, schlugen fehl, weil die Konzentrationen der genannten Sub- 
stanzen, in denen man sie hitte verwenden miissen, um dahingehende 
Erfolge zu erzielen, so groB gewesen waren, dais dadurch die Gewinnung 
von nativen Phosphatiden in Frage gestellt worden ware. Daher blieb 
nichts anderes iibrig, als die fiir die Dialyse verwendeten Schalen durch 
Abbrennen zu sterilisieren und den Verdampfungsproze} trotz der 
gebotenen niedrigen Temperatur méglichst zu beschleunigen. Das 
geschah zuerst durch Abdestillieren des Wassers bei einer Luftver- 
diinnung von 10 bis 15 mm der Wasserstrahlpumpe, spiter nach einem 
Verfahren, das jenem nachgebildetet war, das EF. St. Faust!) angibt. 
Das Dialysat befand sich in einer groBen flachen Schale am Wasserbad ; 
durch einen groBen elektrischen Ventilator wurde ein Luftstrom erzeugt, 
der elektrisch erwirmt und auf die Oberfliche der Fliissigkeit geblasen 
wurde. Dadurch wurden bei einer Oberflaiche von 280 qem bei einer 
Temperatur von héchstens 28° innerhalb von 3 Stunden 4 Liter Wasser 
verdam pft. 

Die Konzentrierung wurde in der Regel so weit getrieben, dab 
die Fliissigkeit mit Bleiacetatlésung einen sich schnell absetzenden, 
grobflockigen Niederschlag ergab. Zu der so weit eingedampften Fliissig- 
keit wurde nunmehr tropfenweise unter Umriihren n-Bleiacetatlésung 
(379 g Pb (C,H,0O,), + 3 H,O Merck p. a. im Liter Wasser) zugesetzt, 
die mit einigen Tropfen verdiinnter Essigsaure in Lésung gebracht 
worden war. Das Ergebnis war zunachst eine weibe Triibung. die 


') EB. St. Faust, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 1, 162. 
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alsbald in einen dichten, grobflockigen Niederschlag tiberging, welcher 
sich innerhalb ganz kurzer Zeit vollkommen absetzte und sich in 
der Kalte leicht durch gewéhnliches Filtrierpapier filtrieren lie, wahrend 
er, wie wiederholte Vorversuche ergeben hatten, in der Warme 
schleimig ausfiel und sich dann nicht mehr filtrieren lie’. War zu 
wenig Bleiacetat zugesetzt worden, so fiel im Filtrat der Fallung mit 
weiterem Bleiacetat noch Niederschlag aus, der sich dann besonders 
leicht und vollstandig absetzte, wenn dem Filtrat vor der Fallung 
einige Tropfen Ammoniak zugesetzt worden waren. Die urspriingliche 
Vermutung, dali durch solche fraktionierte Fallung chemisch ver- 
schiedenartige Phosphatid-Praparate erhalten werden kénnten, be- 
statigte sich nicht. die Niederschlage unterschieden sich vielmehr 
weder im Aussehen noch ergaben sie verschiedene Analysenwerte. 
Nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde die oben- 
stehende Fliissigkeit abdekantiert, der Niederschlag abgesaugt und mit 
Wasser bis zum Verschwinden der Bleireaktion nachgewaschen, dann 
im Vakuumexsikkator getrocknet. Er zeigte rein weibe Farbe und 
lie& sich in der Achatreibschale pulvern. Das Pulver wurde zur Ent- 
fernung von noch anhaftendem Zucker mit der hundertfachen Menge 
Wassers mehrere Stunden in der Kalte digeriert, abgesaugt und wieder 
im Vakuum getrocknet. Das Filtrat zeigte nach der Hydrolyse mit 
HCl eine ganz schwache Reduktion der Fehlingschen Lésung. Das 
so gereinigte, in der weiteren Folge ,,A-Phosphatid’’ genannt, wurde 
zur weiteren Charakterisierung der Spaltung und die Spaltungsprodukte 
der analytischen Bestimmung unterworfen. Da die Methoden, die zu 
seiner Gewinnung in Anwendung gekommen waren, im Gegensatz zu 
jenen anderer Autoren die auBerste Schonung der molekularen Zu- 
sammensetzung des Phosphatids gewiahrleisten, da weder hodhere 
Temperature poch eingreifende chemische Operationen, ja sogar die 
Anwendung direkten Lichtes vermieden worden war, erschien die 
Ansicht gerechtfertigt, daB es sich um ein unverandertes, von Spaltungs- 
produkten freies Phosphatid in der Bleiverbindung handelte; es wurde 
auch, wie spiter beschrieben, versucht, das Dialysat durch Anwendung 
verschiedener Bleiacetatmengen und -konzentrationen einer fraktio- 
nierten Fallung zu unterziehen; da aber auch hierbei unter den ver- 
schiedensten Versuchsbedingungen stets ein und dasselbe Phosphatid 
resultierte, da nicht nur die Relation N : P, sondern auch deren Prozent- 
gehalt und die Art der Spaltungsprodukte konstant blieben, so konnte 
wohl daraus geschlossen werden, daB es sich um ein reines, einheitlich 
zusammengesetztes Produkt handelte. Daher wurde kein Anstand 
genommen, dasselbe der Elementaranalyse und anderen quantitativen 
Bestimmungen zu unterziehen, obwohl die Substanz des wichtigsten 
Kriteriums fiir Reinheit, der Kristallisation, entbehrte, wie es bei einem 
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so hochmolekularen Produkt auch nicht anders erwartet werden konnte. 
Es wurde wiederholt versucht, aus der Bleiverbindung das _bleifreie 
Phosphatid zu erhalten, ohne daB diese Versuche zu dem gewiinschten 
Resultat gefiihrt hatten, denn die Fallung des Pb mit H, SO, schlob 
gleichzeitig eine Spaltung des Phosphatids in sich, die Fallung mit 
H,S dagegen lieferte eine schmutzigbraune, dlige Substanz, die mit 
Bleiacetat keine Fallung mehr gab, die der friiheren beim A-Phosphatid 
stets eintretenden Bleifallung entsprochen hatte und bei analytischen 
Versuchen kein einheitliches Resultat mehr ergab. 

1. P- Bestimmung: Die Substanz wurde mit einem CGemenge von 
Soda-Salpeter im Platintiegel verascht, die Asche mit H N O, aufgenommen 
und in der Lésung der P durch doppelte Falhing als Molybdat und nach 
dessen Auflésung als Magnesiumphosphat gefallt und nach dem Gliihen 
als Mg, P,O, gewogen. 

Mittel aus drei Bestimmungen: 0,2514g Substanz ergaben 0,025 ¢ 
Mg, P,O;, entsprechend 2,78 Proz. P. 

2. N-Bestimmung: Die Bestimmung wurde nach der Methode von 
Kjeldahl mit CuSO, als Katalysator durchgefiihrt und zur Kontrolle der 
H,SO, und des CuSO, ein blinder Perallelversuch ausgefiihrt. 

Fiir (Mittel aus drei Bestimmungen) 0.3949 g Substanz wurden ver- 
wendet 83 cem n/10 H,SQ,, entsprechend 0,624 Proz. N. 

3. Pb- Bestimmung: In der wie friiher hergestellten Asche wurde das 
Pb als Sulfat bestimmt. 

(Mittel aus zwei Bestimmungen) 0,5925 g Substanz ergaben 0.3117 g 
PbSO,, entsprechend 36,1 Proz. Pb. 

4. Elementaranalyse: 0,458g Substanz lieferten 0,6956g¢ CO, und 
0,5556 g H,O, entsprechend 41,45 Proz. C und 6,78 Proz. H. 

Demnach hatte die Analyse des Bleiphosphatids A als Werte ergeben: 
41,45 Proz. C, 6,78 Proz. H, 2,78 Proz. P, 0,624 Proz. N, 36,10 Proz. Pb. 


Abbdu des A Phosphatids. 


Alle bisherigen Analysen von Phosphatiden des Pflanzen- und 
Tierorganismus wurden durch Hydrolyse mittels H, SO, verschiedener 
Konzentrationen durchgefiihrt. Dabei werden die im Phosphatid 
eventuell gebundenen Kohlehvdratgruppen unverandert abgespalten, 
was bei einer Hydrolyse durch Basen als spaltendes Agens nicht der 
Fall wire'). Die Spaltung wurde daher auch hier mit H,SO, von 
5, 10 und 20 Proz. vorgenommen. 


') O. Hiestand, Dissertation Ziirich; FE. Winterstein und O. Hiestand, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 288, 1908; F. Malengreau und G. Prigent, 
ebendaselbst 77, 107, 1912; 738, 68, 1911; EF. Winterstein und Smolenski, 
ebendaselbst 58, 506, 1909; Willstdtter und Liidecke, Ber. d. deutsch. chem. 
Ges. 87, 3753, 1904; E. Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. I, 
Tei! 6, Heft 1, S. 135. 
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Spaltung mit Sproz. H,SO,. 


50g Bleiacetatphosphatid wurden mit 500 em der H,SO, am 
AiickfluB 6 Stunden iiber freier Flamme erhitzt, die Fliissigkeit farbte 
sich unter Triibung ganz dunkel. Nach dem Erkalten wurde das Un- 
geléste abfiltriert, nachgewaschen und die vereinigten sauren Filtrate 
so lange mit Ather durchgeschiittelt, bis die atherische Schicht farblos 
blieb. Die Trennung von wasseriger und atherischer Schicht gestaltete 
sich schwierig, da die sich bildenden zihen Emulsionen durch Aus- 
salzen nicht beseitigt werden konnten. Das gelang vielmehr erst durch 
lingeres Stehen bei maBiger Wirme. Nach Vertreiben des Athers 
hinterblieb eine dlige, braune, in heiBem Alkohol leicht lésliche Fliissig- 
keit. Die alkoholische Lésung wurde mit Baryt in grobem Uberschub 
2 Stunden am Wasserbad digeriert, der iiberschiissige Baryt abfiltriert 
und das alkoholische Filtrat langsam eingedampft. Der braunliche, 
mikrokristallinische Riickstand wurde abgesaugt, mit Wasser gut 
gewaschen, wieder in Atheralkohol gelést und im Vakuum eingedunstet. 
Das sich ausscheidende Kristallpulver wurde nach nochmaligem Um- 
kristallisieren analysiert. Die gewogene Substanz wurde wie friiher 
verascht und das Ba in der gewéhnlichen Weise bestimmt. 

Mittel aus zwei Bestimmungen: 0,5925 g Substanz ergaben 0,1894 g 
Ba SO,, entsprechend 19,65 Proz. Ba, berechnet fiir Ba-Oleat 19,63 Proz. Ba. 


Schon vor dieser Spaltung war als Vorprobe ein kleinerer Versuch 
zur Charakterisierung dieses Spaltungsproduktes vorgenommen worden, 
wobei durch positiven Ausfall der Elaidinprobe das Vorhandensein 
von Olsiure wahrscheinlich wurde. Dieser Befund wurde dann noch 
durch Anstellung der Jodzahlbestimmung befestigt. die 89,3 ergab, 
gegeniiber 90,07 fiir Olsaure. ; 

Die vom itherischen Extrakt abgetrennte wiisserige Schicht wurde 
nach vdélligem Verjagen des Athers mit konzentrierter Phosphor- 
wolframsaurelésung in grobem UberschuB versetzt und der entstehende 
weibe Niederschlag nach dem Absaugen mit 5 Proz. H,SO, gewaschen. 
Dann wurde der Niederschlag, welcher die durch die Phosphorwolfram- 
saure gefallte Base enthielt, in wenig Wasser aufgeschlammt und 3 Stunden 
mit festem Baryt digeriert. Nun war die Base in Lésung gegangen, 
wurde vom Ba-Phosphorwolframat abfiltriert und im Filtrat durch 
Einleiten von CO, der Baryt ausgefallt. Nach Abfiltrieren des BaCO, 
wurde das klare, fast farblose Filtrat mit starker HCl versetzt und 
langsam am Wasserbad eingedampft. Der kristallinische Riickstand 
war in Alkohol léslich. Einige Tropfen dieser alkoholischen Lésung 
lieferten mit gesattigter Alloxanlésung rotviolette, nach Versetzen mit 
NaOH blauviolette Farbenreaktion (Alloxanprobe auf Cholin), mit 
gesittigter Sublimatlésung einen schénen weiben kristallinischen Nieder- 
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schlag (Reaktion auf Cholin, Betain, Trigonellin). Die kleinen weiBen, 
nach Abdunsten des Alkohols hinterbleibenden, sehr zerflieBlichen 
Nadeln gaben mit PtCl, die typischen Kristalle des Cholinchloro- 
platinats, namlich nebeneinander auftretende Prismen, Nadeln und 
doppelbrechende sechsseitige Tafeln. Nach dem Umkristallisieren aus 
wiasserigem Alkohol aber erschienen nur Oktaeder und Wiirfel. Das 
getrocknete Praparat wurde nach Wadllach') mit alkoholischer Na-Lésung 
zerstért und lieferte bei der Analyse: 

3562 g Substanz ergaben 0,1133 g Pt, entsprechend 31,8 Proz. Pt, und 
0,4955 g AgCl, entsprechend 34,41 Proz. Cl. 

Berechnet fiir das Pt-Doppelsalz des Cholins (C;H,,ONC1), PtC),: 
31,67 Proz. Pt und 34,53 Proz. C1. 

Damit ist die Identitat dieses Spaltungsprodukts mit Cholin 
erwiesen. 

Das Filtrat von der Phosphorwolframsaurefillung des Cholins, 
welches noch die Glycerinphosphorsaiure enthalten mubte, wurde zur 
Befreiung von der iiberschiissigen Phosphorwolframsiure mit einem 
groBen UberschuB8 von Baryt versetzt und mehrere Stunden damit 
digeriert. Von den ausgeschiedenen Salzen der Phosphorwolfram- 
und Phosphorsaure wurde abfiltriert, das Filtrat durch CO, vom ge- 
lésten Baryt befreit, das BaCO, alfiltriert. Nunmehr war offenbar 
das Glycerin, an Phosphorsiure gebunden, in Form des Ba-Glycero- 
phosphats vorhanden, denn die Fliissigkeit gab, mit H, SO, behandelt, 
starken weiben Niederschlag, starke Reaktion auf Phosphorsaiure und 
beim Erhitzen mit KHSQO, den charakteristischen Acroleingeruch. 
Nach Waéillstdtter und Liidecke (1. c.) ist das Ba-Salz der natiirlichen 
Glycerinphosphorsaure in kaltem Wasser auBerordentlich leicht léslich, 
schwerer in siedendem,. es setzt sich beim Erhitzen der Lésung als 
Haut an der GefaBwand ab, wird dadurch schwerer filtrierbar, da es 
auBerdem bei geringer Temperaturerniedrigung wieder in Lésung geht. 
Durch Alkohol, in dem es unléslich ist, wird es aus verdiinnter Lésung 
als schleimiger Niederschlag gefallt, aus konzentrierter in kompakten 
Flocken. Mit diesen Angaben der Literatur stimmen nun unsere Beob- 
achtungen vollig iiberein. Das mit Baryt gereinigte Filtrat von der 
Phosphorwolframsaurefallung wurde am Wasserbad bis zur Aus- 
scheidung der Kristallhaut eingeengt und dann bei 30° mit einem 
warmen Luftstrom médglichst weit eingedampft. Beim Erwarmen 
schieden sich schlieBlich Kristallblattchen in gréBerer Menge aus, die 
im HeiSwassertrichter von der Mutterlauge getrennt wurden. Das in 
wenig Wasser geléste, mit Tierkohle gereinigte Priparat wurde mit 
Alkohol ausgefallt und zeigte im Halbschattenpolarimeter im 100-cm- 


1) Wallach, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 14, 753, 1881. 
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Rohr eine minimaie, aber deutlich bemerkbare Linksdrehung. Die 
gereinigte und getrocknete Substanz wurde mit Nodasalpeter verascht 
und darin P und Ba in der iiblichen Weise bestimmt. 

0.5328 g Substanz ergaben 0,3893 g Mg, P, O;, entsprechend 10,18 Proz. P. 

0.3562 g Substanz ergaben 0,2694 g Ba SO,, entsprechend 44,51 Proz. Ba. 

Berechnet fiir wasserfreies Ba-Glycerophosphat C,H, PO, Ba: 
P 10,09 Proz., Ba 44.67 Proz. 

Der Riickstand nach der Spaltung des Phosphatids mit H,SQ,, 
welcher das Pb der Pb-Phosphatidverbindung als PbSO, enthielt, 
wurde zur Entfernung des anhaftenden organischen Korpers mehrmals 
mit kochendem Alkohol extrahiert, worauf er schlieBlich vollkommen 
weil erschien. Die vereinigten alkoholischen Extrakte wurden stark 
mit Wasser verdiinnt, wobei ein brauner voluminéser Niederschlag 
entstand, der Alkohol am Wasserbad verjagt und die wasserige Lésung 
mit Ather ausgeschiittelt. Der Niederschlag hatte sich dabei fast véllig 
im Ather gelést und hinterblieb nach Abdunsten des Athers als fester 
hellbrauner Riickstand. In siedendem Alkohol aufgelést und mit 
starker HCl gefallt, ergab er einen weiben Niederschlag, der nach 
wiederholtem Umbkristallisieren schlieBlich in schuppigen Kristallen 
ausgebildet erschien. Schmelzpunkt derselben 62 bis 63° (Schmelz- 
punkt der Palmitinsaure 62,62). 0,3852g Substanz verbrauchten 
15,05 cem n/l0 KOH, entsprechend 0.08448 g KOH, woraus die 
Saurezahl sich mit 219.3 errechnet (berechnet fiir Palmitinsaiure 218,9). 

Der gréBere Teil des Riickstandes wurde in siedendem Alkohol 
gelést, mit alkoholischer AgNO,-Lésung versetzt und langsam aus- 
kristallisieren gelassen. Es bildete sich das Ag-Salz in kleinen glainzenden 
Kristallblattchen, die abgesaugt und nach zweimaligem Umkristalli- 
sieren zur Bestimmung des Ag verwendet wurden. 

0.2345 g Substanz ergaben 0,0698 g Ag, entsprechend 29,7 Proz. Ag, 
berechnet fiir das Ag-Salz der Palmitinsiure (C,g Hy, O, Ag) 
: 29,62 Proz. Ag. 

Die Spaltung mit 10proz. H,SO, ergab dieselben Spaltungs- 
produkte wie die oben beschriebenen mit 5proz. Saure. 


Spaltung mit 20 proz. H,SO,. 

20,1900 g Substanz wurden durch 8 Stunden mit 20proz. H,SO, 
(200 cem) am RiickfluB erhitzt. Die dunkel gefarbte Fliissigkeit wurde 
von dem ausgefallenen festen Kérper abfiltriert und das Filtrat an- 
dauernd mit Ather ausgeschiittelt. Nach Abtreiben des Athers hinter- 
blieb ein kristallisierter Riickstand und eine kleine Menge einer éligen 
Fliissigkeit. Die beiden wurden durch Zentrifugieren voneinander 
getrennt und der Riickstand wiederholt zuerst aus Wasser und dann 
aus Alkohol umkristallisiert. Die entstehenden Blattchen schmolzen 
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bei 97° und verfliichtigten sich bei 200°. Sie sind in Ather, Alkohol, 
Wasser leicht léslich, geben mit CaCl, einen schweren weifen Nieder- 
schlag und ergaben bei der Mikroanalyse folgende Werte: 

(Mitte! aus zwei Bestimmungen) 3,705 mg Substanz ergeben 3,97 mg 
H, O, entsprechend 6,0 Proz, H, und 6,18 mg C O,, entsprechend 45,5 Proz. C, 

Berechnet fiir Glutarséiure: 45,43 Proz. C und 6,12 Proz. H. 

Kin anderer Teil der kristallisierten Saiure wurde in wiisseriger 
Léosung mit AgNO, versetzt und die Fliissigkeit am Wasserbad ein- 
geengt, wobei das Ag-Salz auskristallisierte. Nach dem Umbkristalli- 
sieren und Trocknen im Vakuum ergab es fiir 0.1834 g Substanz 
0.1519 ¢g AgCl, entsprechend 62,25 Proz. Ag, berechnet fiir das Ag-Nalz 
der Glutarsiure (C;H,O,Ag,) 62,49. Damit erscheint das in Ather 
lésliche Spaltungsprodukt als Glutarsiure charakterisiert, die auch 
nach Carette!) als Spaltungsprodukt der Olsiure auftritt. Die sehr 
geringe Menge der abzentrifugierten Fliissigkeit, die schon nach der 
Stelle des Analysenganges, wo sie auftritt, als jene Menge der Olsiure 
betrachtet werden konnte, die dem Abbau entgangen war, wurde 
lediglich der qualitativen Priifung unterzogen. Etwas reine Watte in 
konzentrierter H, SO, gelést, wird mit einigen Tropfen der Gligen Fliissig- 
keit versetzt und unter Schiitteln mit Wasser stehengelassen. Es trat 
zuerst Rot- und nach einiger Zeit Violettfarbung ein, eine Reaktion, 
die nach Manea®) auch dann eintritt, wenn die Olsiure verunreinigt 
ist und wenn gesittigte Fettsiuren zugegen sind. Die nach dem oben 
beschriebenen Ausschiitteln mit Ather hinterbliebene  Fliissigkeit 
wurde in der vorigen Weise durch Fallung mit Phosphorwolframsaure 
von der Base befreit und im Riickstand die Au-Fallung derselben vor- 
genommen. Ferner ergab die Perjodidprobe die fiir Cholin charakte- 
ristischen Kristalle, namlich braunschwarze, stabchenférmige, an 
GréBe zunehmendé und dann bald verfliissigende Nadeln. 

Bisher hatten sich niemals Anhaltspunkte dafiir ergeben, dal 
in unserem Phosphatid Kohlehydratgruppen enthalten seien, wie sie 
viele andere Autoren in ihren Priparaten gefunden hatten. Eine Ab- 
spaltung solcher Gruppen hatte, wenn nicht schon bei Spaltung mit 
den verdiinnteren Sauren, so doch mindestens mit der 20proz. H,SO, 
erfolgen miissen. Der Zucker hitte sich dann nach Abspaltung des 
Basenanteils des Phosphatids im Filtrat der Phosphorwolframsiure- 
fallung des Cholins vorfinden miissen. Das eingeengte Filtrat gab 
allerdings weder in der Kalte noch nach dem Kochen mit Fehlingscher 
Lésung eine Fallung. Trotzdem wurde noch versucht, durch Aus- 


') Carette, Bull. de la Soe. chim. 45, 270, 1886; nach Abderhaldens 
biochem. Handlexikon 1, 1136, 1911. 
2) Manea, Chem. Centralbl. 1908, II, 1703. 
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fillen durch Baryt den Zucker zu finden, der sich dabei in das Ba- 
Saccharat hatte verwandeln miissen. Die Probe fiel absolut negativ 
aus. Kohlehydratgruppen finden sich also in unserem Phosphatid nicht. 

Zur Identifizierung des Ba-Glycerophosphats wurde die ein- 
gedampfte Fliissigkeit desselben Filtrats mit Alkohol versetzt, der 
entstehende dichte flockige Niederschlag abfiltriert, mehrmals durch 
Auflésen und Wiederfiallen gereinigt, bei 135° getrocknet und zur 
Ba-Bestimmung verwendet. 

0,5273 g Substanz ergaben 0,3989g BaSO,, entsprechend 44,53 Proz. Ba. 

0,4891g Substanz ergaben 0,3502g Mg, P,O;, entsprechend 9,98 Proz. P. 

Berechnet fiir wasserfreies C, H, PO, Ba: 44,67 Proz. Ba und 10,09 Proz.P. 

Der nach der Spaltung mit H,SO, entstandene Niederschlag, der 
wiederum neben dem gebildeten PbSO, noch Palmitinsaure enthielt, 
wurde mit Alkohol extrahiert, die Fettsiure mit HC! gefallt, in Ather 
gelést und wie friiher gereinigt. Die Bestimmung der Siurezahl ergab: 
0.4115 g¢ Substanz verbrauchten 16,13 cem n/10 KOH, woraus Siaure- 
zahl 219.9 sich berechnet, fiir Palmitinsaure berechnet 218,9. 

Die mit der héher konzentrierten H,SQO, erhaltenen Spaltungs- 
produkte waren also dieselben geblieben wie mit der verdiinnten, nur 
daB jetzt die Olsiure noch weiter gespalten und bis zur Glutarsiiure 
abgebaut worden war. Die Spaltungsprodukte und wohl die Kom- 
ponenten unseres Phosphatids waren also: Cholin, Glycerinphosphor- 
siure, Olsiure, Palmitinsaure. 

Um noch den Nachweis zu fiihren, daB das vorbeschriebene 
Phosphatid ein einheitlicher Kérper und kein Gemisch verschiedener 
Phosphatide darstellt, wurde eine fraktionierte Fallung mit ver- 
schiedenen Bleiacetatkonzentrationen und -mengen ausgefiihrt. 

4 kg Riibenschnitten, die, wie eingangs beschrieben, in flieBendem 
Wasser gewaschen worden waren, wurden in Schalen 24 Stunden der 
Dialyse unterworfen, wodurch etwa 5 Liter Dialysat gewonnen wurde. 
Dasselbe wurde in méglichst kurzer Zeit nach der eingangs beschriebenen 
Methode bei sehr niedriger Temperatur eingedampft und die erhaltenen 
2 Liter in vier Teile zu 500 ccm geteilt. 

1. 500cem Dialysat wurden mit J0cem doppeltnormaler Blei- 
acetatlésung tropfenweise gefallt, wobei sich sofort ein flockiger, weiBer 
Niederschlag von gewohntem Aussehen ergab, der sich schnell und 
leicht absetzte. Nach dem gewéhnlichen Auswaschen und Trocknen 
wurde der Riickstand, dessen Gewicht nunmehr 1,423 g betrug, zur 
Bestimmung von P und N herangezogen. 

0.4907 g Substanz ergaben nach der Veraschung mit Sodasalpeter 
und Fillung mit Ammoniummolybdat bzw. weibe Magnesiamixtur 
und Glihen 0,0496 g Mg, P,O, = 2,72 Proz. P. 
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0.4968 ¢ Substanz, mit konzentrierter H,SO, und CuSO, als 
Katalysator verbrannt, ergaben bei der Titration einen Verbrauch von 
2.0L cem n 10 H,SO, = 0,57 Proz. N. 

Das Filtrat von dem obigen Niederschlag ergah mit Bleiacetat 
keine weitere Fallung. 

2. 500 cem Dialysat, mit 10 cem normaler Bleiacetatlésung tropfen- 
weise gefallt, ergaben eine Fallung von demselben Aussehen wie die 
vorige und nach dem Trocknen ein Gewicht von 1,356 g. 

0.5512 g¢ Substanz ergaben 0,0559¢ Mg, P,O; 2.80 Proz. P. 
0.6081 ¢ Substanz verbrauchten bei der Kjeldahlbestimmung wie 
oben 2,68 cem n/10 H,SO, = 0.61 Proz. N. 

Eine weitere Fallung mit Bleiacetat trat auch hier nicht ein. 

3. 500cem des Dialysats wurden mit 10 cem einer halb- 
normalen Bleiacetatlésung gefallt. Es ergab sich ein  flockiger 
Niederschlag von gewéhnlichem Aussehen und dem Trockengewicht 
von 1,283 g. 

0.4862 g Snbstanz ergaben 0,0487g Mg, P,O,;, entsprechend 
2.79 Proz. P. 0.7635 g Substanz verbrauchten 3.37 cem n 10 H,SO, 

0.62 Proz. N. 

Der Niederschlag setzte sich hier nicht so schnell und grobflockig 
ab wie in den friiheren Fillen und bei nochmaligem Zusatz von Blei- 
acetat triibte sich dasselbe. 

4. 500cem Dialysat wurden mit J10cem einer zehntelnormalen 
Bleiacetatlésung gefillt und ergaben einen Niederschlag von 
obigem Aussehen, der sich jedoch erst nach 24 stiindigem Stehen 
vollkommen abgesetzt hatte. Nach dem Trocknen im Vakuum 
tiblichen Methode 0,0541 g wog er nur 0,5328 g, welche nach der 
Mg, P,O; ergaben, entsprechend 2,82 Proz. P. Die Bestimmung 
des N mufte hier wegen der zu geringen Menge des Niederschlags 
unterbleiben. 

Dasselbe Filtrat von dem obigen Niederschlag ergab noch eine 
reichliche Fallung mit 50cem n 10 Bleiacetatlésung. wobei sich der 
Niederschlag schon nach 10 Stunden vollkommen absetzte. Nach dem 
Trocknen wog er 0.7628 g und ergab: 

0.2356 g Substanz lieferten 0,0237g Mg,P,O,;. entsprechend 
2.79 Proz. P. 0.5272 g Substanz verbrauchten 2,33 ccm n 10 H,SQ,, 
entsprechend 0,603 Proz. N. 


Das Filtrat nach diesem Niederschlag lieferte weiter keine 


Fallung. 
Aus diesen Zahlen geht hervor, daB die verschiedenen fraktionierten 
Fallungen stets ein und dasselbe Phosphatid ergeben, wie aus der 





meennat: oe 
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Konstanz der N : P-Relation und den absoluten Mengen der genannten 
Elemente sich ergibt. Auch das scheint mir ein Kriterium fiir die 
teinheit des erhaltenen Phosphatids zu sein’). 

Auber einer einzigen Angabe*) finden sich in der Literatur meines 
Wissens nirgends Daten iiber die elementaranalytische Bestimmung 
eines Phosphatids. Da unser Praparat bei der Verbrennung hin- 
langlich verlaBliche Zahlen ergeben hatte und iiberdies die er- 
haltenen Daten bei der Bestimmung des darin enthaltenen Pb, P und N 
iibereinstimmende Resultate lieferten, konnte mit allem Vorbehalt 
an die Diskussion der molekularen Zusammensetzung des gewonnenen 
Phosphatids herangetreten werden. 

Die hierfiir dienenden, aus den vorbeschriebenen Untersuchungen 
gewonnenen Daten lauten wie folgt: 


C.. « « « SEAS TO. 

ie-~ «0 ae wa 

,& «and. See 

Rts «as <> Sew 

PR ccs = . 

Pas sk = « Be we (aus der Differenz berechnet ). 


Die gefundenen Spaltungsprodukte sind: Olsiiure, Palmitinsiure, 
Cholin, Phosphorsiure, Glycerin, Blei. 

Nach dem gefundenen Verhaltnis ist N:P 1:2 (aus 0,624: 2.78 

14 : 62,34 ergibt sich N: P = 1: 2,01). 

Daraus wire zu schlieben, da im Molekiil des Phosphatids 
mindestens zwei Atome P und ein Atom N enthalten sind, entsprechend 
2 Mol. H, PO, und 1 Mol. Cholin. Aus dem gefundenen N-Gehalt wiirde 
sich unter der Annahme, daf nur ein Atom N im Molekiil des Phosphatids 
enthalten ist, das Molekulargewicht der Verbindung mit 2243 errechnen. 
Dieses Molekulargewicht erscheint nur bei der Annahme von 2 Mol. 
Olsiure, 2 Mol. Palmitinsiure, 2 Glycerinresten, | Mol. Cholin und 


') Durch einen von uns (Gra/e) wurde auch eine fraktionierte Fiillung 
in der Weise vorgenommen, da die absoluten Bleimengen variiert wurden. 
Von einer und derselben neutralen Bleiacetatlésung wurden zuniichst 
10 Tropfen, im Filtrat von diesem Niederschlag weitere 10 'Tropfen usf. 
zugesetzt, bis keine Fallung mehr eintrat. Die Niederschlage unterschieden 
sich weder in der Zusammensetzung noch im Aussehen, sondern lediglich 
durch ihre Filtrierbarkeit. Es wurde auch versucht, die Fiallbarkeit der 
Filtrate durch leicht alkalisches oder saures Reaktionsmedium zu variieren. 
Uber andersartige Resultate bei anderen Objekten wird spiiter berichtet 


werden. 
2) H. v. Euler, |. c. 
Biochemische Zeitschrift Band 159 81 
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464 V. 
vier Atomen Pb gegeben. Theoretisch wiirde sich also die folgende 
Zusammenstellung ergeben: 
2 (Cyg Hy. 0.— H) 
2 (Cg Hy, 0, —H). 
2 (C; Hs) ‘ 82,10 (Glycerin) 
C,H,O.N—2H... 120,00 (Cholin) 
2 (H,PO,—H,0O) or 160,12 (Phosphorsiure) 
828,80 (Blei) 


510,66 (Palmitinsaure ) 
562.54 (Olsaure) 


4 Pb. 
Summe. . 2264,22 
Aus dem N-Gehalt ber. . 2243,00 


Die empirische Formel, welche diesen Spaltungsprodukten ent- 


sprechen wiirde, wire dann 
‘ > YD 
Coq Hy53 Oyg P2 N Pg. 


Dieser Formel wiirden folgende Analysenwerte entsprechen 





Getunden Berechnet 

Proz. Proz. 

Be Gh nae 41,45 41.31 
C—O 6.78 6.717 
OP a i ks 2.78 2.705 
ai > 0.624 0.6104 
ee 36,10 36,11 
12,55 


 & al’. % _ 


Man kénnte auf Grund der Befunde versuchen, eine Struktur- 


formel des Phosphatids zu konstruieren, wobei nochmals auf das 
Hypothetische eines solchen Versuchs hingewiesen werden médge. In- 
dessen ergibt sich auch bei einer solchen Konstruktion auf alle Fille 
die Schwierigkeit der Einbeziehung der gefundenen vier Pb-Atome in 
Es muB vor allem dahingestellt bleiben, ob es sich bei 


die Formel. 
Molekiil, obwohl alle Versuche eine 


dem Vorhandensein des Pb im 
bemerkenswerte Konstanz des Pb-Gehalts gezeigt hatten, um eine 
chemische Bindung dieses Elements oder nur um ein physikalisches 
Festgehaltensein desselben handelt. 

Nach W. Koch") handelt es sich ,,beim Lecithin nicht um chemische 
Reaktionen, wie z. B. die Bildung von unléslichen Salzen, sondern um 
physikalische Niederschlagsreaktionen, wahrscheinlich elektrischer 
Natur. Hofmeister hat schon friiher darauf hingewiesen, dafs es sich 
bei den Fillungen aus kolloidalea EiweiBlésungen ebenfalls nicht um 
unlésliche Salze handelt**. 

CH,O. OC.C,;Hy C,;H,,.CO.OCH, 


| | 
CH 0. 0C.C,;Hy C,H ,.CO.OCH.(+)4Pb 


| 
CH,O—OP(OH)O.H,C.CH,.N(CH,), .0(0H)POCH, 


190203. 


1) W. Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 181, 
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Wasserlésliches Phosphatid B. 


Nach den Untersuchungen von B. Hansteen-Cranner, von denen 
in der Einleitung die Rede war, kann man aus dem Dialysat  ver- 
schiedener Pflanzen mehrere Phosphatide verschiedener Eigenschaften 
isolieren, die sich vor allem durch ihre Fallbarkeit mit Schwermetall- 
salzen bzw. Alkohol unterscheiden. 

Aus diesem Grunde versuchten auch wir, das Filtrat von der Blei- 
acetatfallung des wasserigen Dialysats (A-Phosphatid) noch auf das 
eventuelle Vorhandensein anderer Phosphatide zu untersuchen. 

Das Filtrat der Bleiacetatfallung wurde durch Zutropfen eben 
hinreichender Mengen 5proz. H,SO, entbleit und das ganz schwach 
saure Filtrat mit einigen Tropfen Ammoniak neutralisiert. Die Fliissig- 
keit wurde dann nach der vorhin beschriebenen Methode der schnellen 
Eindampfung bei méglichst niedriger Temperatur unterzogen und die 
wasserhelle Fliissigkeit darauf mit der fiinf- bis siebenfachen Menge 
Alkohol versetzt, wobei ein weiBer, kristallinischer Niederschlag entstand 
(B-Phosphatid). Die Voruntersuchung ergab, daB selbst solche Nieder- 
schlige, welche unter voéllig gleichen Versuchsbedingungen erhalten 
worden waren, niemals Konstanz des P- und Aschengehalts zeigten, 
sondern darin voneinander recht abweichende Werte lieferten. 

Zur Illustration dieses Verhaltens mégen einige Zahlen unseres 
Versuchsprotokolls angefiihrt werden, welche Fallungen betreffen, die 
mit gleichen Mengen Phosphatidlésung, bei gleichen Konzentrationen 
des Fillungsmittels und gleichen Zeit- sowie Temperaturverhaltnissen 


ausgefiihrt worden waren. 


0.3685 ¢ Substanz ergaben 0,0069 ¢ Mg,P,O,, entsprechend 0,001916 g 
0,52 Proz. P. 
0.5286 ¢ Substanz ergaben 0.0264 g Mg, P,0O,, entsprechend 0,007 347 2 
= 1,38 Proz. P. 
0.4237 ¢ Substanz ergaben 0,0283g¢ Mg,P,O,;, entsprechend 0,00788 ¢ P 
1,86 Proz. P. 
0.9342 ¢ Substanz ergaben 0.5457 g Asche, entsprechend 57,08 Proz. 


= 
_ 


0.5638 ¢ Substanz ergaben 0,2631g Asche, entsprechend 45,71 Proz, 


Die Asche wurde lediglich qualitativ untersucht, wobei grobe 
Mengen von Ca und Mg und Na in Spuren gefunden wurden. 

Da auch die gefundenen Werte des N sehr wechselnde waren, und 
dieses Element mitunter sogar nur in unmeBbaren Spuren sich vorfand, 
einheitliche Produkte aber durch kein Fallungsmittel zu erhalten waren, 
andererseits aber die sonst fiir Phosphatide tiblichen Schwermetall- 
fillungsmittel ganz versagten und schlieBlich tiberhaupt die Menge 
der Alkoholfallung nicht mehr als héchstens ein Drittel des zuerst 
gewonnenen A-Phosphatids betrug, wurde von einer Isolierung dieses 
fraglichen Phosphatids Abstand genommen. Was die groben vor- 


31* 
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gefundenen Aschenmengen betrifft, so konnten diese einerseits direkt 
aus dem Mineralbestand der dialysierten Schnitte stammen, andererseits 
konnte auch die Anschauung von G. Trier!) realisiert sein, nach welche 
durch Abspaltung von Cholin aus dem Phosphatid der Platz zur Auf- 
nahme von anorganischen Basen frei wird, wodurch sich nach dem 
genannten Autor die nicht unbetrachtlichen Mengen an Ca und anderen 
Kationen erklaren wiirden, die sich mitunter in Lecithinpraparaten 
finden. 

Um wenigstens einige Anhaltspunkte tiber die chemische Natur 
dieser Phosphatidfallung zu erhalten, wurde dieselbe einem Abbau 
mit 5 proz. H,SO, unterworfen. 


Spaltung mit Sproz. H,SO,,. 


15.315 ¢ der Alkoholfallung wurden im Jenaerkolben mit 180 ccm 
5proz. H, SO, tiber freier Flamme am Riickflubkihler durch 8 Stunden 
gekocht, die triibe hellgelbe Fliissigkeit nach dem Abfiltrieren vom 
mineralischen Riickstand im Scheidetrichter andauernd mit Ather 
ausgeschiittelt, wobei sich schlieBlich unterhalb der gelben Atherischen 
Schicht eine klare wasserige Fliissigkeit ergab. 

Nach wiederholtem Ausschiitteln derselben wurden siimtliche 
iitherische Extrakte vereinigt, der Ather verjagt, der hinterbleibende 
Riickstand léste sich in 96proz. Alkohol, war aber in Wasser weder 
léslich noch davon benetzbar. Die alkoholische Lésung ergab nach 
Eindunsten im Vakuum iiber H, SQ, ein ganz trockenes mikrokristallini- 
sches Residuum, welches zwischen 43 bis 55° schmolz. Zu einer weiteren 
Bestimmung war die erhaltene Menge zu gering. Es konnte sich also 
entweder um ein Gemenge. derselben Fettsiuren handeln, wie sie im 
A-Phosphatid gefunden worden waren, oder um andersartige. Dariiber 
konnten unsere Versuche vorlaufig noch keinen AufschluB geben. 

Die ausgeitherte wisserige Fliissigkeit gab deutliche Reaktion 
auf H,PO,, ferner die typischen Farbenreaktionen der Zuckerarten 
mit a-Naphthol + H,SO,, deutliche Reduktion der Fehlingschen 
Lésung und starke Fallung mit Phosphorwolframsiure. Zur Aus- 
fillung der Base wurde daher der gréBte Teil der wasserigen Lésung 
mit Phosphorwolframsaurelésung gefaillt und der Niederschlag mit 
5proz. H,SO, nachgewaschen. Nach der Spaltung mit Baryt und 
Reinigen des Filtrats mit CO, wurde das Filtrat nach Ansiuern mit 
HCl eingedampft, der ganz geringe kristallinische Riickstand mit 
absolutem Alkohol aufgenommen, im Vakuum eingedampft, mit Wasser 
aufgenommen und mit PtCl,-Lésung versetzt. Es ergab sich nach 


') G. Trier, Chemie der Pflanzenstoffe, 8.437. Berlin 1924. 
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Auskristallisieren aus Wasser bzw. Alkohol, das durch seinen Dimor- 
phismus charakterisierte Cholin-Chloroplatinat. 

Das Filtrat von der Fallung mit Phosphorwolframsaure wurde 
mit festem Baryt digeriert, der entstandene Niederschlag abfiltriert, 
in Wasser suspendiert und unter einstiindigem Kochen CO, eingeleitet. 
Die von den Ba-Salzen abfiltrierte Lésung zeigte starke Reduktion 
der Fehlingschen Lésung und ergab nach Eindampfen die charak- 
teristischen Kristalle des Rohrzuckers, welche offenbar als Begleit- 
stoffe der Alkoholfallung des Phosphatids mitgefallt worden waren. 
Das mit Baryt gereinigte Filtrat nach der Phosphorwolframsaure- 
fillung wurde weiter eingedampft, mit Alkohol versetzt und dadurch 
eine kleine Menge eines flockigen Niederschlags erhalten. Dieser Nieder- 
schlag in Wasser gelést, ergab: 

1. mit H,SO, einen schweren weiben Niederschlag (Ba SQ,), 

2. mit HNO, und Ammonmolybdat deutliche Reaktion auf 

Phosphorsiure, 

3. mit KH SO,erwarmt, deutlichen Geruch nach Acrolein (Glycerin). 

Die Spaltung dieses Phosphatidanteils hat also neben nicht naher 
hestimmten Fettsiuren noch mit Sicherheit Phosphorsaure und Cholin, 
sowie in ganz geringen Mengen Glycerin-Phosphorsaure ergeben. 

Aus diesen Ergebnissen laBt sich nicht ohne weiteres der von 
anderen Autoren gezogene SchluB auf das Vorhandensein eines be- 
sonderen, durch Alkohol fallbaren Phosphatids bestatigen Es ist 
vielmehr ebensogut méglich, dab es sich hier um dasselbe Phosphatid 
handelt, wie es sich bei der Fallung mit Bleiacetat ergeben hatte, etwa 
nur denaturiert durch die vorhergegangenen Operationen und dadurch 
der Aufnahme von Erdalkalien zuginglich gemacht, wodurch auch 
seine Lésungs- und Fallbarkeitsverhaltnisse verandert sein konnten. 











Uber das Pringsheimsche Komplement der Amylasen. 


Von 
Knut Sjoberg. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Eingegangen am 18, April 1925.) 


In einigen Mitteilungen!) haben Pringsheim und seine Mitarbeiter 
mehrere Versuche beschrieben, in denen die Verzuckerung der Stirke 
durch Amylasen (Malz, Pankreas und Speichel) bis zur Bildung von 
100 Proz. Maltose fortgegangen ist; dies unter Mitwirkung von mit 
Toluol behandelter Hefe. Sie nehmen deshalb an, da®B in der Hefe ein 
Komplement vorhanden ist, das die bei der Hydrolyse der Starke nur 
mit Amylase entstehenden Hexosane*) in Maltose iiberfiihrt. Indessen 
ist es Holmbergh®) nicht gelungen, im hiesigen Laboratorium unter 
Anwendung Stockholmer Hefe eine Komplementwirkung zu erhalten. 
Ich habe deshalb auf Veranlassung Pringsheims einige Versuche mit 
seinen Komplementpraparaten und Malzausziige aus Stockholmer 
Malz ausgefiihrt. Bei den Versuchen, welche unten naher beschrieben 
sind, kamen zwei Komplementpraparate zur Benutzung. In den Ver- 
suchen mit dem einen Praparat trat eine deutlich aktivierende Wirkung 
bei der langsamen Nachverzuckerung zutage: mit dem anderen wurde 
keine Beschleunigung beobachtet; vielleicht war hier das Komplement 
wihrend des Transports zerstért worden. Das Komplement zeigte 


eine ziemlich groBe Temperaturstabilitat. Auch durch einstiindiges 
Erhitzen bei 80° wurde keine Veranderung in der aktivierenden Wirkung 
beobachtet. Da das Komplement nicht isoliert worden war die 


Hefeverschlammung wurde ohne weitere Behandlung verwendet 

ist zu erwarten, dab diese eine groBe Schutzwirkung ausiibt. Pringsheim 
hat friiher gefunden, das die Komplementwirkung beim Kochen auf- 
gehoben wird. In Ubereinstimmung damit, daB meine Amylaselésung 


') Pringsheim und Fuchs, Ber. 56, 1762, 1923; Pringsheim und Schmaltz, 
diese Zeitschr. 142, 108, 1923; Pringsheim und Beiser, ebendaselbst 148, 
336, 1924. 

*) Pringsheim und Beiser, |. ¢.; Sjéberg, Ber. 57, 1251, 1924. 

3) Holmbergh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 68, 1924. 
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in Gegensatz zu denjenigen Pringsheims auch nicht Amylose voll- 
standig in Maltose tiberfiihrt, sondern zum Teil ein sehr schlecht spalt- 
bares Dihexosan liefert!), wurde auch in Amyloselésungen Komplement- 
wirkung beobachtet. Es ist also deutlich, dal} in gewissen Hefesorten 
ein ziemlich hitzebestandiger Koérper zu finden ist, der auf die Ver- 
zuckerung der Hexosane aktivierend einwirkt und durch welchen die 
Starke folglich ganz in Maltose iiberfiihrt werden kann. 


Beschreibung der Versuche. 
Versuch 1. 
Verlauf der Spaltung von léslicher Starke mit dialysiertem Malz- 
auszug mit und ohne Komplement. Temperatur 37°. 
Zusammensetzung der Reaktionsgemische. Lésung St.: 0,920 g¢ 
trockene Starke, 10ccm Phosphatpuffer py, 5,2, 2cem Malzauszug, 


88ccm Wasser. Lésung St. + K.,: Starke, Puffer und Malzauszug 
wie vorige, 2cem Komplement 1, 86cem Wasser. Lésung St. + K.,: 


wie vorige aber mit 2cem Komplement 2. 


Tabelle I. 








mg Maltose Proz. Maltose 
Zeit 
St St. + K., St. + Ky St. St. + K., St. + Ko 
ff ara 14,1 16,5 17.0 29.0 34.0 34.0 
Me ee a ge 22.5 24.9 22.5 46.5 514 46.5 
Sea 24.2 25.8 24.9 50.0 53,1 514 
i” Sar 27.4 26.5 25.8 56.5 54.6 53,1 
24 Sue 30.7 39.3 315 63.3 81.0 65.0 
. en aa aa 36.6 39.3 36.6 755 81.0 755 
6% | Sr 36.6 417 39.3 76£ 86.0 810 
144 ae 417 47,7 40.9 86.0 98.5 84.1 
168, oe 417 48.6 417 86.0 100.0 86.0 
iv a ae 45.3 49.1 41,7 93.5 1O1 1] 86.0 
240, Sing 46.5 49.1 43.5 96.0 OL] 89.6 
Tahe lle I]. 
mg Maltose Proz. Maltose 
Zeit 
St St K., St. + K., St. St. + K., St. + K., 
9 ae 14,1 15.7 16.5 29.1 32,4 34.0 
ei. nw % 23,3 24.9 24.9 48.0 514 514 
ae 24.2 26.5 25.8 50.0 54.6 53,1 
ale 6 « s 31.5 34,2 33,4 65.0 705 69.0 
 — ee 35.1 36.6 33.4 72.4 755 69.0 
me « om 39.3 39.3 36.6 81.0 81.0 755 
SS . Se ac 40.9 45.3 39.3 84.1 93.5 81.9 
120 . a 40.9 46,1 40,2 84.1 95.3 83.0 
168. a ae 43.5 46,1 417 89.6 95.3 86.0 


1 
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Tabelle 111. 





mg Cu 
Zeit 
Ky Maltose + K., Maltose + K., 
© Min. . 0 58.0 54,3 
24 Std. . 0 58,0 56,2 
a we 0 60.0 — 54.3 
a = + _— 59.0 55.2 
a Ge) _— 59.0 — 
ie ons 60.0 55.2 


Tabellen | und II sind die Maltosemenge in 5cem der 


In den 
Fir Reduktionsvermégen der Enzym- 


Reaktionsgemische angegeben. 
losung und des Komplements ist korrigiert. 

Um zu priifen, ob das Komplement selbst Amylase- oder Maltase- 
wirkung besitzt, sind die in Tabelle IL] angegebenen Serien ausgefiihrt 
worden. Lésung K., ist wie Lésung St. K., mit Ausnahme des 
Malzauszugs zusammengesetzt. Die Lésungen Maltose — K., und 


Maltose + K., enthalten etwa 1 Proz. Maltose, Phosphatpuffer py 5,2 
und 2ccm Komplement. 


Aus diesen drei Tabellen geht hervor, daBb die Maltosebildung in 
Gegenwart von Komplement | vollstandig wird, und dal} die Ver- 
zuckerung in diesem Falle in spaiteren Stadien rascher vor sich geht. 
Aus Tabelle LI] geht ferner hervor, daB eine Maltasewirkung durch 
die Hefe ausgeschlossen ist. 

Versuch 2. 

Verlauf der Spaltung von Amylose und Amylopektin mit dialy- 
siertem Malzauszug mit und ohne Komplement. Temperatur 37°. 

Zusammensetzung der Reaktionsgemische. Lésung Amzylop.: 
0,430 ¢ Amylopektin, 10 cem Cittatpuffer py, 5,0, 2cem Malzauszug, 
88cem Wasser. Lésung Amylop. + K.,: wie vorige mit Zusatz von 


Tahe lle ] V. 





mg Maltose Proz. Maltose 
Amylop. Amylose 


Zeit d j Pa » ‘ 7 
> a Amylo- Amylose 


Amylo- Amylose 
pektin ’ 1 “4 pektin K., 
15 Min. oa 15.7 —_- 19.9 — 34.6 — 43.9 
20. — 19.9 — 21.6 — 43.9 _— 47.6 
60. — — — 27,4 — —_ — 60.5 
24 Std. — 25,8 — | 200 —_ 56.8 — 64.0 
22.2 28.8 33.0 32.5 49.0 63.5 728 71.6 
a 27.0 _— 35,0 — 59.5 _- 77,2 — 
9 | —_ — 36.6 — — — 80,7 — 
1200 . 37,5 33,4 40,2 35.8 82.8 73.5 88.6 79.0 
144 | 38.1 34.2 41.0 43,5 84.0 75.4 90.5 96,0 
216 . 38.9 — 417 — 85.9 — 92.0 _ 
240) 415 — 453 — 915 — 100.0 — 
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leem Komplement |. Lésung Amylose: 0,430 g Amylose, 10 cem 
Citrat puffer p, 5.0, 2 cem Malzauszug, 88 com Wasser. Lésung Amylose 
K.,: wie vorige mit Zusatz von | cem Komplement 1. 
Fiir die Zuckeranalysen wurden l0cem genommen. Die Ergeb- 
nisse sind in Tabelle IV zu finden. 
Auch in diesen Versuchsreihen ist es deutlich, das das Komplement 
eine vollstandige NSpaltung der Starke bewirkt. 


Versuch 3, 
Verlauf der Spaltung von léslicher Starke mit dialysiertem Malz- 
auszug mit und ohne erhitztem Komplement. Reaktionstemperatur 37°. 
Die Zusammensetzung der Lésungen wie in Versuch |. 0.945 ¢ 
lésliche Starke, Komplement 1. 2 cem Komplement wurden mit 10 ccm 
Wasser versetzt und die Mischung wahrend | Stunde im Wasserbad 
erhitzt und dann sofort das Reaktionsgemisch zugesetzt. Die Ergeb- 
nisse sind in Tabelle V angegeben. Die Werte beziehen sich auf 5 ccm 
des Reaktionsgemisches. 
Tabelle V. 





mg Maltose Proz. Maltose 
Zeit mit K. mit K. erhitzt bei mit K. mit K. erhitzt bei 
ohne k. nicht ohne K. nicht 

erhitzt oo 800 erhitzt oo wo 

24 Std. 31.3 38.0 40.4 38.0 62.5 76.0 80.7 760 
po 35,1 41.7 40.8 413 70.1 83.5 81.6 82.6 
120 . 36.0 41,7 42.6 417 72.0 83.5 85.3 83.5 
168. 37,0 Ue 46.4 46,4 74,0 100.2 92.7 92,7 

240 . — — 50.1 — _— a 100.2 ee 


Die Erhitzung der Hefeverschlammung von 1 Stunde bei 80" hat 
nicht die aktivierende Wirkung beeinfluBt. 














Eine Methode zur Proteinbestimmung in 0,1 eem Serum. 


Von 


Sigrid Holm und Helgi Tomasson. 


(Aus der Staatsirrenanstalt Oringe bei Vordingborg, Dinemark. 


(Eingegangen am 22. April 1925.) 


Mehrere Forscher haben im Laufe der letzten Jahre die Serum- 
proteinmenge durch Refraktometrie, Kjeldahlanalysen, Wagung oder 
Kolorimetrie bestimmt. Andere haben die Verdiinnung des Serums 
mit Wasser oder physiologischer NaCl-Lésung versucht, die Versuche 
aber aufgegeben auf Grund der Ungenauigkeit und Inkonstanz der 
gefundenen Werte. 

Von den brauchbaren Methoden hat sich namentlich Pulfrichs 
refraktometrische Methode als klinisch anwendbar erwiesen. Sie fordert 
aber einen sehr kostspieligen Apparat, und es herrscht keine Uberein- 
stimmung tiber die Richtigkeit der bei der Berechnung anzuwendenden 
Tabellen 

Es scheint schon berechtigt, die Bestimmung der totalen Protein- 
menge im Serum in die Reihe der klinischen Untersuchungsmethoden, 
namentlich der chirurgischen (Tumordiagnostik und -prognostik), aber 
auch der internmedizinischen aufzunehmen. Wir erlauben uns daher, 
auf eine klinisch leicht anwendbare, billige und, wie es scheint, sehr 
zuverlissige Methode, die wir ausgearbeitet und seit einiger Zeit an- 
gewandt haben, aufmerksam zu machen. 

Unsere Methode beruht auf dem gleichen Prinzip, wie es von Brand- 
berg zur Albumenbestimmung im Urin, Pfaundler, Grahe, Zaloziecki und 
Bisgaard in Spinalfliissigkeit angewandt worden ist: Bestimmung der 
iuBersten Verdiinnungsgrenze des Serums, wo man eben Hellers 
Reaktion bekommt. Unter den anzufiihrenden Bedingungen gleicht 
dies einem EiweiBgehalt von ! g4 Prom., infolge Zalozieckis Bestim- 
mungen, die wir urspriinglich unseren Berechnungen zugrundegelegt 
haben. Die gefundenen Werte haben wir spiater kontrolliert. teils 
durch Kjeldahlanalysen, teils durch Multiplikation mit einem von 
Bisgaard gewichtsanalytisch bestimmten Faktor a, ..mit dem die die 
Verdiinnung angebende Zahl multipliziert werden soll, um das Gewichts- 


prozent zu ermitteln”. 
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Im Gegensatz zu anderen Verdiinnungsmethoden wenden wir 
eine Ringerlésung von der folgenden Zusammensetzung als Ver- 
diinnungsfliissigkeit an: 

O08 NaCl OL NaHCO, O75 KCL 0.10 CaCl, + 6 H,0O, 

d.h. eine Lésung mit einem py von etwa Il und einem relativ groBen 
Elektrolytgehalt. 
Die Austiihrune der Methode. 

0.1 cem Serum wird so genau wie méglich in ein gut gereinigtes, 
trockenes, gewohnliches Reagenzglas abpipettiert. 

20cem Ringerlésung werden sofort hinzugefiigt: dabei mub man 
die Bildung von Schaum vermeiden. 

Die so entstandene Standardlésung (— Standard A) kann 12 bis 
24 Stunden ohne Schaden stehen bleiben, bis man die Untersuchung 
fortsetzen kann. 

Die Untersuchung wird in folgender Weise vorgenommen 

Genau 0,06 cem von Standard A werden in eines der kleinen, der 
Methode zugehérenden Reagenzgliser abpipettiert, und man fiigt 
0.94 cem Ringerlésung hinzu. In eine spitze l-cem-Pipette saugt man 
leem acidum nitricum purum (spezifisches Gewicht 1.18) auf; die 
Pipette wird durch die im kleinen Reagenzglas sich befindende Mischung 
bis zum Boden des Reagenzglases gefiihrt; die HNO, labt man_ vor- 
sichtig herauslaufen, indem man genau darauf acht gibt, dab die Grenze 
zwischen der HNO, und der iiberstehenden proteinhaltigen Ringer- 
lésung deutlich und scharf sei. Das Reagenzglas wird danach in 
den der Methode zugehérenden lichtdichten, schwarzen Kasten, 
(,,Bisgaards Apparat’’) gestellt, uid nach genau 3 Minuten sieht man 
nach. ob sich eine weibe Ausfillung auf der Grenze zwischen den 
Fliissigkeiten wahrnehmen 1labt. 

Man kann +. +7, -?-? und -- ablesen; dabei ist -> / ,,negative 
Reaktion’, wie auch -: , wihrend +? positive Reaktion ist, wie 

bei 0,06 ccm von Standard A plus 0,94ccem Ringer reprdsentiert 
die unterste Normalgrenze der Serumproteinkonzentration, d.h. wenn 
0,06 com von Standard A plus 0,94ccm Ringerlésung negative Reaktion 
geben, so ist die Totalproteinmenge im Serum herabgesetzt. 

Wenn 0,06cem von Standard A plus 0.94 ccm Ringer positive 
Reaktion geben, werden in ein neues kleines Reagenzglas 0,03 ccm 
von Standard A plus 0.97 cem Ringerlésung abpipettiert, mit | ccm 
HNO, unterschichtet, Ablesung im Schwarzkasten nach genau 
3 Minuten. 

Wenn 0.03 cem von Standard A plus O97 cem Ringer positive 


Reaktion geben, so ist die Totalproteinmenge im Serum bedeutend vermehrt. 
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Erweist sich die Proteinmenge weder herabgesetzt noch vermelhrt, 
so untersucht man, ob 0.04ccem von Standard A plus 0,96 Ringer 
positive Reaktion geben, denn + bei 0,04cem von Standard A repra- 
sentiert die oberste Normalgrenze der Serumproteine. 

Wenn 0,04 ccm von Standard A plus 0,96 cem Ringerlésung negativ 
sind, wird man mit 0.05 cem von Standard A plus 0,95 cem Ringerlésung 
untersuchen. Man findet in dieser Weise, zwischen welchen zwei Ver- 
diinnungen die Verdiinnungsgrenze des vorhandenen Normalserums, 
wo man eben Hellers Reaktion bekommt, liegt, und aus der bei- 
gefiigten Tabelle I geht das hierzu gehérende Proteinprozent hervor. 

Wenn die 0.06cem von Standard A plus 0,94 cem Ringerlésung 


negative Reaktion geben handelt es sich um herabgesetzte Protein- 
mengen . wird man in analoger Weise die Verdiinnungsgrenzen 


systematisch aufsuchen, bis man die zwei gefunden hat, wo man eben 
negative und eben positive Reaktion bekommt; zwischen den so 
gefundenen Verdiinnungen mit ihren zugehérigen Proteinprozenten 
liegt das Proteinprozent des untersuchten Serums. 

Man geht z. B. in folgender Weise vor: 

Nachdem 0,06ccm von Standard A plus 0,94 ccm Ringerlésung 
sich als negativ erwiesen haben, untersucht man, ob 0,10 cem von 
Standard A plus 0,90cem Ringerlésung positive Reaktion geben, 
wenn nicht, muB man mit 0,12 oder 0.14cem von Standard A plus 
bzw. 0.88 oder 0.86 cem Ringerlésung versuchen: geben 0,10 cem von 
Standard A plus 0.90 ccm Ringerlésung dagegen +, untersucht man 
mit 0,08 cem von Standard A plus 0.92 cem Ringerlésung, wenn diese 
Verdiinnung -:- oder -: / gibt, wird mit 0.09 ccm von Standard A plus 
0.91 cem Ringerlésung versucht: man findet in dieser Weise, dali die 
Verdiinnungsgrenze zwischen 0,08 und 0.09 cem von Standard A plus 
bzw. 0.92 und 0.91 cem Ringerlésung. oder zwischen 0,09 und 0,10 com 
von Standard A plus bzw. 0,91 und 0.90 cem Ringerlésung liegt. Das 
zu diesen Verdiinnungen gehérende Proteinprozent findet man in der 
Tabelle I. 

Wenn 0,03cem von Standard A plus 0.97 cem Ringerlésung 
positive Reaktion geben — d.h. die Serumproteine vermehrt sind 
wird mit 0,02 (bzw. 0.01) cem von Standard A plus 0,98 cem Ringer- 
lésung untersucht, doch empfiehlt sich in allen Fallen, wo man eine 
Proteinvermehrung findet oder vermutet, die Bestimmung in der zu 
beschreibenden Standardlésung B vorzunehmen. 

Bei der Bestimmung von normalen oder subnormalen Protein- 
werten mittels Standard A wird man gewoéhnlich zwei bis sechs Ab- 
lesungen vorzunehmen haben, was 10 bis 30 Minuten erfordert. 

Hat man vermehrte Proteinkonzentration zu bestimmen, oder 
wiinscht man, die Bestimmungen sehr genau angeben zu kénnen, 
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z. B. zwecks Tagesschwankungen zu folgen, oder andere Serienunter- 
suchungen vorzunehmen, so empfiehlt sich, aufer der Bestimmung 
mittels Standard A auch eine Bestimmung in einem neuen Standard B 
vorzunehmen. Dieser wird hergestellt, indem man J cem Standard A 
mit deem Ringerlésung verdiinnt. 

Die Untersuchung mittels Standard B geschieht in folgender Weise : 

Auf der Tabelle I sieht man, dal} zwischen je zwei zum Standard A 
gehorenden Verdiinnungszahlen sich vier andere Verdiinnungszahlen 
befinden. In Kolonnen 4 und 5 befinden sich die jeder in Kolonne 3 
angegebenen Verdiinnungen entsprechenden Mengen von Standard B 
(Kolonne 4) mit Ringerlésung (Kolonne 5) weiter verdiinnt. 

Mittels Standard A hat man die Verdiinnungsgrenzen zwischen 
zwei diesem angehorenden Verdiinnungszahlen bestimmt. Entsprechend 
einer der mittelsten zwischen diesen Zahlen interpolierten Verdiinnungs- 
zahlen nimmt man die angegebene Menge von Standard B in ein kleines 

teagenzglas, verdiinnt mit Ringerlésung auf 1,0 cem, unterschichtet 
mit | cem HNO, und liest ab im Schwarzkasten nach genau 3 Minuten. 

Nachdem diese Verdiinnung positiv oder negativ ausfallt, unter- 
sucht man die nichst obere oder nachst untere, bis man die Grenze 
zwischen zwei dem Standard B angehérenden Verdiinnungen findet ; 
die diesen Verdiinnungen entsprechenden Proteinprozente findet man 
in Kolonne 6; der Proteingehalt des untersuchten Serums liegt zwischen 
den zwei so gefundenen Werten. 

Z. B.: Ein Normalserum gibt mittels Standard A bei 0,05 plus 
0.95 und -: ¢ bei 0,04 plus 0.96, den Verdiinnungen 4000 und 5000 
entsprechend; diesen entsprechen 0.25 und 0,20 cem von Standard B 
plus bzw. 0,75 und 0,80 cem Ringerlosung. Die nihere Untersuchung 
mittels Standard B ergibt folgendes: 


0.23 cem Standard ,.B™ plus 0,77 Ringer: 
oft . - ua « Ee 
0.22 ., = a ws OF - ? 


d.h. die Verdiinnungsgrenze liegt zwischen 0.21 und 0.22 cem von 
Standard B plus bzw. 0.79 und 0,78 cem Ringerlésung, d. h. zwischen 
den Verdiinnungen 4761 und 4545, die 7.94 und 7,57 Proz. Protein 
entsprechen; das untersuchte Serum enthalt 7,75 Proz. Totalprotein 

Man kann auf diese Weise Schwankungen im Serumproteingehalt 
von 0.10 bis 0.70 Proz. verfolgen, wenn es sich um Sera handelt, die 
normalen oder subnormalen Proteingehalt haben. 

Sind die Proteine vermehrt, kann man sie mit | bis 3 Proz. Genauig- 
keit bestimmen. Wenn man eine eventuelle Proteinvermehrung genauer 
angeben will, mu man neue Reihen zwischen den zum Standard B 


gehérenden einsetzen und dann das Proteinprozent berechnen, indem 
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man die Verdiinnungszahl durch 60000 dividiert und die so ge- 
fundene Zahl durch 100. 

Fiir normal und subnormal proteinhaltige Sera wird es sich nicht 
lohnen, Standard B weiter zu verdiinnen als 1.0 cem von Standard A 
plus 4,0cem Ringerlésung, denn sonst wird man Fehlern ausgesetzt, 
die z. B. daher riihren, dab man die Venenpunktion mittels Stase vor- 
genommen hat. 


Die angewandten Reagenzien und Apparate. 


1. Ringerlésung: O08 NaCl, 0,1 NaHCO,, 0,075 KCl, 0,01 CaCl, 


6 H,O. 
MuB8 filtriert werden und nicht mehr als 1 Monat alt sein. Eine Ringer- 
lésung von der angefiihrten Zusammensetzung mit redestilliertem Wasser 


zubereitet, hat py etwa II. 
2. Acidum nitricum purum: Offizinell 25 Proz., spezifisches Gewicht 1,18. 


3. Glaswaren: Drei justierte Differentialpipetten & | cem, in 0.01 cem 
eingeteilt; die unsrigen haben 2 mm zwischen den Teilstrichen, Die eine 
ist zur Abpipettierung von Serum bestimmt, die zweite fiir die Standard- 
lésungen und die dritte fiir die Ringerlésung. Eine spitz herausgezogene 
l-cem-Auslaufpipette fiir HNO,. Eine Anzahl, z. B. 12, kleiner Reagenz- 
130 mm und eine Anzahl gewéhnlicher Reagenzgliiser. 


glaser 10 
Untersuchung von Spinalfliissigkeit: Fin 


4. Bisgaards Apparat zur 
innen schwarzer Kasten mit einer horizontalen Spalte in der Vorderseite 
und einem runden Loch im Deckel. In das Loch stellt man das kleine 
Reagenzglas, dessen Inhalt man untersuchen will; dabei sollte die Grenze 
der zwei Fliissigkeiten im Niveau der horizontalen Spalte, durch welche 
man die Reaktion betrachtet, liegen. Eine elektrische Lampe ist in fixierter 
Entfernung tiber dem Loch angebracht und das ganze wird von einem 
der Héhe nach einstellbaren Traiger getragen. Die elektrische Lampe ist 
horizontal so drehbar, daB man genau in das zu untersuchende Reagenzglas 
hinunterleuchten kann. 

Ein anderer, sehr anwendbaréer Apparat, ist ein Diaphanometer, 
analog dem von Lebermann bei Kalium- und Natriumbestimmungen an- 
gewandten!'). 

Die gewonnenen Resultate. 

Wir haben 23 erwachsene Normalpersonen (Pflegepersonal) von 
mittlerer Ernahrung untersucht; davon sind 7 Manner und 16 Frauen. 
AuBerdem ist eine gréBere Anzahl Patienten mit den verschiedensten 
psychischen und somatischen Krankheiten untersucht worden. Es 
wird hier nur iiber die Einzelresultate bei Normalpersonen berichtet. 
Aus spiater anzufiihrenden Griinden sind Frauen nur in den Inter- 
menstrualperioden als ,,Normalpersonen* fiir Blutuntersuchungen zu 
betrachten. 

Die Blutgewinnung erfolgte stets durch Venenpunktion, unter nur 
voriibergehender Stase, morgens niichtern, 10 bis 12 Stunden nach 


der letzten Nahrungsaufnahme, nach 1!, bis 2 Stunden Morgenarbeit 


') Diese Zeitschr. 152, Heft 3/4, 1924. 
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Methode 


Proteinbestimmung 


Tabelle I. 


in Ol cem 


Serum. 


477 





Standard A 


cm 


0.02 


0.04 


0.05 


0.06 


O07 


0.08 


0.09 


0.10 


0.12 


Ringer 


0.98 


0.97 


0.96 


O94 


0.93 


0.92 


0.91 


0.90 


O89 


0.88 


Verdunnuny 


20,000 
16,666 
14.285 
12,500 
11111 
10.000 

9.090 
333 
692 
142 
660 
6,250 
5.882 
5.555 
5,263 
5,000 
4.761 
4.545 
4.348 
4.166 
4.000 
3.846 
3.703 
3.571 
3.448 
3.333 
3,225 
3,125 
3.030 
2911 
2.857 
2,777 
2,702 
2 631 
2.565 
2.500 
2.439 
2.380 
2.326 
2,273 
2 ooo 


2,174 
919° 


re Te | 
2.083 
2.041 
2 000 
1,960 
1.923 
1.886 
1.851 
1.818 
1.785 
1,754 
1,724 
1,694 
1.666 


rin18 


_— 


0.05 
0.06 
0.07 
0.08 
0.09 
O10 
O11 
0,12 
0.13 
0,14 
Olds 
0.16 
O17 
O18 
0.19 
0,20 
0.21 
0,22 
0.23 
0.24 
0,25 
0.26 
0.27 
0.28 
0.29 
0.30 
O31 
0.32 
0.33 
0.34 
0.35 
0,36 
O37 
0.38 
O39 
0.40 
041 
0.42 
0.43 
0.44 
045 
0.46 
047 
0.48 
049 
0.50 
O51 
0.52 
0.53 
054 
0,55 
0.56 
0.57 
0.58 
0.59 
0.60 


Standard B 


Ringer 


O95 
0.94 
0.93 
0.92 
O91 
0.90 
O89 
O88 
O87 
O86 
O85 
O84 
0.83 
0,82 
OSs! 
O80 
0.79 
0.78 
0.77 
O76 
0.75 
O74 
0,73 
0.72 
O71 
O70 
0.69 
0.68 
0.67 
0.66 
0.65 
0,64 
0.63 
62 
061 
0.60 
0.59 
0.58 
0.57 
0.56 
0.55 
054 
0.53 
052 
O51 
0.50 
049 
048 
047 
0.46 
045 
O44 
0.43 
0.42 
041 
0.40 


lotalprotein 
pro 100 ccm 


18.50 
16,66 
15,15 
13.388 
12,94 
11,90 
11.11 
10,38 

980 

9.26 
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Im allgemeinen sind zwei, drei oder vier Parallelversuche pro 
Person gemacht worden, d. h. zwei, drei oder vier Standardlésungen A 
zubereitet; in jeder von diesen sind wieder ein bis vier Bestimmungen 
vorgenommen worden. 

Samtliche der untersuchten Normalmanner und Frauen in Inter- 
menstrualperioden liegen zwischen 0,04 und 0,06 cem von Standard A 
plus bzw. 0.96 und 0,94 cem Ringerlésung, und zwar haben die meisten 

bei 0.05 und —+- oder 2 ? bei 0,04cem von Standard A. In Uber- 
einstimmung hiermit findet man bei der naheren Untersuchung mittels 
Standard B die aubersten Normalgrenzen fiir die Serumproteine 
5.55 bis 8.77 Proz.: die Extremwerte findet man nur ganz ausnahms- 
weise, und namentlich sind Werte unter 6 Proz. nur zweifelhaft als 
Normalwerte zu bezeichnen. 

Wie aus der Tabelle I] hervorgeht, liegen die meisten Normal- 
personen zwischen 6,49 und 8,14 Proz. Totalprotein, mit einem Mittel- 
wert von 7.08 Proz. 


Tahe UE. Tl. 





Nr Geschlecht Name yey — then ona 
l Q BE.O. 757 5 
2 Q M. E. 6,53 3 
3 Q E. M. 7,77 2 
4 2 BB. J. 6.62 D 
5 fe) E. P. 8.14 2 
6 ? Ca. P. 6.53 +) 
7 ro ae ® 6,55 ) 
8 Q BE. D. 5.90 6 
9 2 D.B. 8.06 4 

10 Q S. H. 8,22 4 

1] Q J. Hf. 7,89 3 

12 Q E. H. 691 3 

i3 , H.N. 6.07 3 

14 rou H.P. 7.89 3 
5 2 PP. 6.53 3 

16 fe) E.N. 6,49 4 

17 Q | a 2 6.74 3 

Is Q 0.C. 7,22 3 

19 Q i 3 7.32 3 

20 Q K. EB. 7.32 3 

21 d | ee 7,89 3 

22 y D. J. 7.65 3 

23 P P.f. 6,15 4 


Mittelwert 7,08 


Fehlerquellen und Fehlergrenzen. 


Das Blut muB8 so lange und so schnell zentrifugiert werden, da®B man 
sicher mit Serum und nicht mit Plasma arbeitet. Wir zentrifugieren zum 
mindesten 10 Minuten in einer elektrischen Zentrifuge von Tourenzah! 5000 


pro Minute. 
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Schwichste Hiimolyse verar'aBt zu hohe Worte. 

Wenn 0,1 cem Serum, vom Blutkuchen separiert, unverdiimnt z. B. 
4 Stunden bei zu hoher oder zu niedriger Temperatur steht, werden die 
Resultate weniger genau; Zimmertemperatur (10 bis 25°C) scheint nicht 
auf die Resultate einzuwirken. Es empfiehlt sich, immer das Serum sofort 
nach Abpipettierung zu verdiinnen und den Standard ,,A‘ bei Zimmer- 
temperatur stehen zu lassen, bis die weitere Untersuchung erfolgen kann. 

Der gréBte Versuchsfehler riihrt aber von der mehr oder weniger 
genauen Abpipettierung des 0,1 ccm Serums her, weshalb es wichtig ist, 
diese so genau und so gleichartig wie méglich vorzunehmen. 

Die kleinen Reagenzgliser, worin man die Bestimmungen macht, 
miissen homogen, gut gereinigt und trocken sein. Die Ablesung erfolge 
stets nach genau 3 Minuten. 

Als Beispiel der Fehlergrenzen der Methode diene das folgende Versuchs- 
protokoll: 

C. P., 35 Jahre, 174em hoch, 80kg. Drei Standardliésungen ,,A“* 
werden zubereitet. Die Untersuchung von diesen gibt die in Tabelle LIT 
ersichtlichen Resultate. 

Tabelle Ill. 





I Il Il 
0.03 (+ 0,97) . 
0.04 (+096). ..... : ~~? ae 
0.05 (+ 0,95)... . , + T r +r T 
0.06 (+094). ..... + t a = t 


0,07 (+ 0,93) . 


D. h. I. und III. Standard ,,A* geben 7,50, 7,50, 7,50, 7,50 Proz., 
wahrend der Il. 8,33 Proz. gibt. (Die +? bei 0,04 sagen, daB die Ver- 
diinnungsgrenze nicht einer héheren Verdiinnung als 5000 entspricht.) 
Der Durchschnitt dieser fiinf Bestimmungen ist 7,66 Proz. Der grébte 
Unterschied zwischen zwei Einzelbestimmungen ist 0,83 Proz. Der Durch- 
schnittsfehler ist 0,28 Proz. in dem vorhandenen Falle, in einzelnen anderen 
aber bis 0,43 Proz. gefunden. 

Wenn wir dasselbe Serum mittels drei Standardlisungen ,,B*, die 
von der I., IT. und IIL. Standardlésung ,,A‘** hergestellt sind, untersuchen, 
ergibt sich das in Tabelle IV ersichtliche Resultat: 


Tabelle IV. 





I Il Il 
0,25 (+- 0.75) + 
0,24 (+ 0.76) 4. 
0.23 (+ 0,77) : 
0,22 (+ 0,78) + : +? . - 
0,21 (+ 0,79) : “ad : 7 : 


0.20 (4+- O80) 

D. h. in der I. und ITT. Standardlésung B finden wir 7,75, 7,75, 7,75 
7.75 Proz., in der I]. 7,57 Proz. Der Durchschnitt dieser fiinf Bestimmungen 
ist 7,71 Proz.; der gréBte Unterschied zwischen zwei Einzelbestimmungen 
ist 0,18 Proz., der Durchschnittsfehler ist 0,06 Proz. 
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Der Unterschied zwischen dem mittels Standard A gefundenen Mittel- 
wert, 7,66 Proz., und dem mittels Standard B gefundenen, 7,71 Proz., 
ist 0,05. 

Kontrollbestimmungen, 

Dr. Henry Lind, Assistent des Hospitals, hat freundlichst einige 

Kjeldahlanalysen von denselben Sera, die wir mittels unserer Methode 


untersucht haben, gemacht. 
Der Vergleich geht aus Tabelle V_ hervor. 


Tabelle V. 





Kjeldahlanalysen ay ee Differenz 


Methode gefunden 


Ry anal Alb.+Proz. Gleich 

mg ~ Rest«N a mg N 

ia wi ee leo 13,6 8,18 8.14 - 0,04 0,064 
ce 12.5 7,50 7,71 + 0,21 0,336 
tt a 12.5 7,50 771 +021 0,336 
ass * < Sm 11,1 6,62 6,41 0,21 0,336 
SS SPA 11,7 7,00 641 0.59 0,944 
Se 115 6,87 641 ~ 046 0.736 
8 are 11.6 6,93 641 > 0,52 0.832 


(Man vergleiche auch die Kjeldahlanalysen unter sich.) 


Im Laufe seiner Untersuchungen tiber die Spinalfliissigkeit hat Bisgaard 
gewichtsanalytisch einen Faktor a = 0,00170 bestimmt, mit dem die 
die Verdiinnung angebende Zah! multipliziert werden soll, um das Gewichts- 
prozent zu ermitteln. Wenn dieser Faktor auch fiir die Serumproteine 
Giiltigkeit hat, gibt auch die Multiplikation mit ihm eine ziemlich gute 
Ubereinstimmung mit den von uns gefundenen Werten (s. Tabelle V1). 


Tabelle V1. 





Durch Multiplikation der Ver» Mit der neuen Methode 
diinnungszah! durch 0,00170 getunden Differenz 
Froz , Proz. Proz. 
ae ee 8,29 8,14 - O15 
SS “Peas” 7,72 7,71 ~ 001 
mes & x wot 6,54 6,41 O13 


SchluBbemerkungen. 

Man sieht also, daB die Resultate der Methode sich mit den 
Resultaten von Kjeldahlanalysen oder einer anderen ganz wesens- 
verschiedenen Methode vergleichen lassen. Die gefundenen Normal- 
werte erweisen sich auch in Ubereinstimmung mit den durch die ver- 
schiedensten Methoden und von den verschiedensten Untersuchern 
gefundenen Normalwerten, nur sind unsere Normalgrenzen bedeutend 
weiter auseinander gelegen, als es verschiedene andere Untersucher 
angeben. Unsere Grenzwerte sind ungefahr gleich der héchsten obersten 
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Normalgrenze und der niedrigsten untersten Normalgrenze. Dies riihrt 
vielleicht daher, daB die von uns untersuchte Anzahl Normalpersonen 
etwas gréBer ist, als die von jeden anderen uns bekannten Einzel- 
untersuchern, sowie auch vielleicht daher, da andere Untersucher 
nicht angegeben haben oder nicht darauf aufmerksam gewesen sind, 
ob es sich bei den von ihnen angegebenen Normalpersonen um Manner 
oder Frauen handelte, und Frauen in Menstrual- oder Intermenstrual- 
periode. 

Wir finden bei menstruierenden Frauen Veranderungen in der 
Serumproteinkonzentration, in  Serumcaleium, Serumkalium und 
Serumnatrium, sowie unter Umstainden in der Wasserstoffionen- 
konzentration des Plasmas, iiber welche wir spiter zu berichten hoffen. 
Wir werden aber schon an dieser Stelle die Tatsache — und Selbst- 
folge — betonen, daB es fiir die Beurteilung eines jeden serologischen 
(und hdmotologischen’) Befundes bei Frauen absolut notwendig ist, iiber 
die zeitlichen Verhdltnisse der Untersuchung zu der Menstruation Aus- 
kunft zu geben. 

Dies gilt sowohl bei der Untersuchung von physiologischen wie 
pathologischen Verhaltnissen. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine billige, klinisch brauchbare Methode zur Bestimmung 
der Serumproteine im 0,1 com Serum mitgeteilt. Sie beruht auf der 
Verdiinnung des Serums mit Ringerlésung und der Ausfiihrung von 
Hellers Reaktion in einem speziellen Apparat. 

Man kann damit Variationen von 0,1 bis 0,7 Proz. in der Serum- 
proteinkonzentration verfolgen. 

Die gefundenen Normalwerte sind mit denen mittels der ver- 
schiedensten Methoden gefundenen tibereinstimmend. Die Normal- 
grenzen sind 5,55 bis 8,77 Proz., durchschnittlich 7,08 Proz. 


Literatur. 


1) Bisgaard, diese Zeitschr. 58, Heft 1/2, 1913; Zeitschr. f. d. ges. 
Neurol. u. Psych. 14, 1913. — 2) Grahe, Zeitschr. f. d. ges. Neurol. u. Psych. 


24, 1914. — 3) Brandberg, zitiert bei Grahe und Bisgaard. — 4) Zaloziecki, 
Deutsch. Zeitschr. f. Nervenheilk. 47 u. 48, 1913. — 5) Pfaundler, zitiert 
bei Grahe. — 6) Kafka, Taschenbuch der praktischen Untersuchungs- 


methoden der Kérperfliissigkeiten bei Nerven- und Geisteskrankheiten. 
Berlin 1917. 











Uber die Isolierang des Schardingerenzyms aus Milch. 
Eine Richtigstellung. 
Von 
F. Gowland Hopkins und M. Dixon. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Cambridge.) 


(Eingegangen am 23. April 1925.) 





In einer Arbeit von Sbarsky und Michlin (1), die jiingst in dieser 
Zeitschrift iiber die Isolierung des NSchardingerenzyms aus Milch 
erschienen ist, erwahnen die Autoren Beobachtungen, die friiher von 
Dixon und Thurlow (2) gemacht sind. Die Bezugnahme auf diese 
friiher erschienene Arbeit enthalt so erhebliche MiBverstandnisse, dal 
eine Berichtigung angebracht erscheint. Dixon und Thurlow erhielten 
mit einer Methode, die in erster Linie auf der Fraktionierung mit Ammon- 
sulfat beruht, aus Milch ein Enzympraparat, das befaihigt ist, kraftig 
Aldehyde, Xanthin und Hypoxanthin unter anaeroben Bedingungen 
in Gegenwart von Methyvlenblau zu oxydieren. 

Sbarsky und Michlin gewannen ihr Praparat durch Verwendung 
von Aceton als Fallungsmittel. ‘ 

Bevor die russischen Autoren ihre eigene Methode beschreiben, 
fiihren sie folgendes in bezug auf die Untersuchungen von Dixon und 
Thurlow aus: ,,Es gelang ihnen, das Casein nebst einem Teil des 
Ferments auszusalzen. Der Fermentgehalt des Niederschlags war aber 
so gering, daB sie zur Ausfiihrung der Reaktion nicht weniger als 1,5 g 
Trockenpulvers anwenden muBten (l.c., 8. 486) 
entbehrt voéllig der Begriindung. Dixon und Thurlows Priparat ent- 
hielt — wie klar aus ihrer Beschreibung hervorgeht — die gesamte in 
der angewandten Milch vorhandene Enzymmenge, und war namentlich 
so aktiv, daB 1 bis 2 mg des Pulvers geniigten, um eine schnelle Ent- 
farbung von Methylenblau in Gegenwart von Aldehyden oder Purin- 
basen herbeizufiihren. 

Sbarsky und Michlin vermerken (I. c., 8. 490), daB die reduzierende 
Kraft ihres Praparats 240mal gréBer war als die der urspriinglichen 
Milch. Die Feststellungen, auf denen diese Behauptung basiert, lassen 
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sich allerdings nur schwierig verfolgen, und aus ihren Daten wiirde sich 
der Wert 24 als der genauere ergeben. Tatsachlich liefern beide Methoden 
Praparate von angenahert gleicher Aktivitat, und zwar aus dem ein- 
fachen Grunde, weil in beiden Fallen mit der Caseinfaillung die ganze 
in der Milch vorhandene Enzymmenge niedergerissen wird. Das 
Priparat von Dixon und Thurlow ist in Wasser vollkommen loéslich; 
ferner enthalt es weder Peroxydase noch Katalase, was fiir ein ge- 
naueres Studium des Enzyms von Wichtigkeit ist. Das Acetonver 
fahren fiihrt dagegen zu einem Produkt, das unléslich in Wasser 
ist und, wie Dixon und Thurlow schon gefunden haben, Peroxydase 
und Katalase einschlieBt. Somit gewahrt die Acetonbehandlung 
keinen Fortschritt gegeniiber der friiher beschriebenen Methode, viel- 
mehr nur Nachteile. Die Untersuchung von Dixon und Thurlow iiber 
die Kinetik des Enzyms (3), die tibrigens Sharsky und Michlin nicht 
erwahnen, zeigt, welch ausgezeichnete Eigenschaften ihr Praparat 
besa}. 

In bezug auf die friiher gemachten Beobachtungen von Morgan, 
Stewart und Hopkins (4) wird angegeben, daB beirh Studium des Milch- 
enzyms mit der Methylenblaumethode die Autoren 0,00001 ccm 
Methylenblau pro Kubikzentimeter Liésung angewandt hatten. Tat- 
sichlich sollten es 0,lcem sein. Abgesehen von ihrer Methode der 
Enzymbereitung scheint die Mitteilung von Sharsky und Michlin 
nichts zu enthalten, was nicht bereits von den Cambridger Autoren 
dargelegt ist. Sie empfehlen die Nitratreduktion an Stelle der 
Methylenblautechnik; Dixon und Thurlow machen denselben Hinweis 
in ihrer Abhandlung. 


Literatur. 
1) Sharsky und Michlin, diese Zeitsechr. 1545, 485, 1925. 2) Dixon 
und Thurlow, Biochem. Journ. 18, 971, 1924. 3) Dieselben. ebendaselbst 
1s, 976, 989, 1934. 4) Moraan, Ste wart und Hopkins, Proe. Roy. Soc. 


London 94, 109, 1922. 





Fortgesetzte Untersuchungen iiber den Kohlehydratgehalt 
des Gehirns. 
Von 
Kiishi Takahashi. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 23. April 1925.) 





In einer vor kurzem in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeit 
iiber experimentelle. Kohlehydratverarmung und den Kohlehydrat- 
stoffwechsel des Gehirns (Beitrige zur Physiologie der Driisen von 
Leon Asher, Nr. 70) habe ich nachgewiesen, daB im Gehirn gebundene 
und freie Kohlehydrate vorkommen, und habe die Bedingungen auf- 
gestellt, unter denen sich das gebundene Kohlehydrat des Gehirns 
am Stoffwechsel beteiligt. Hiermit war zum ersten Male ein autonomer 
Kohlehydratstoffwechsel des Gehirns aus seinen Eigenbestanden wahr- 
scheinlich gemacht worden. Das gebundene Kohlehydrat des Gehirns 
hatte ich in der erwihnten Arbeit als Glykogen bezeichnet, dazu aber 
gleich einige Reserven gemacht, weil mir der Beweis nicht hinreichend 
gesichert erschien, daBb es sich wirklich um Glykogen handle. Die 
Griinde hierfiir waren die nachfolgenden: Im Anfang meiner Arbeit 
hatte ich die Pfliigersche Methode zur Glykogenbestimmung angewandt 
und das Glykogen schlieBlich als Zucker bestimmt. Die Pfliigersche 
Methode arbeitet aber mit siedender konzentrierter Kalilauge, deshalb 
lag die Méglichkeit vor, dai aus den Hirnlipoiden, in denen Zucker 
in Form von Galaktose vorkommt, diese abgespalten wiirde und 
schlieBlich als Zucker zur Bestimmung kime. Dies war der Grund, 
weshalb ich spiter in meiner Arbeit die neue von Rona und Eweyk') 
beschriebene Methode mit heranzog. Ein anderer Grund war der. 
daB, als ich sowohl nach Pfliigers wie nach Ronas und Eweyks Methode 
Glykogen selbst darstellte, dieses mir in der Léslichkeit sich anders 
zu verhalten schien als Glykogen aus Lebern und aus Muskeln, und 
die Jodreaktion in ihrem Farbenton von der Jodreaktion des Leber- 
und Muskelglykogens abzuweichen schien. Da es von einiger Bedeutung 


1) Diese Zeitschr. 149, 174, 1924. 
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ist, ob wirklich Glykogen im Gehirn vorkommt oder nicht, habe ich auf 
Anregung von Prof. Asher erneut die Frage des Glykogens im Gehirn 
in Angriff genommen'). 

Es handelte sich darum, aus dem Gehirn ein Glykogenpriparat 
durch eine Methode zu gewinnen, welche Gewahr bot, daB man, wenn 
solches im Gehirn vorkame, dasselbe erfaBte, vor allem aber, daB das 
Praparat als Glykogen identifiziert wiirde. 

Das von mir benutzte Verfahren bestand, wie schon gesagt, in 
einer Modifikation der von Rona und Eweyk beschriebenen Methode 
Das Gehirngewebe wurde mit kaltem Wasser abgespiilt und in etwa 
bohnengroBe Stiicke zerschnitten. Diese Zerkleinerung wurde erst 
vorgenommen, nachdem die Stiicke durch eine Eiskochsalzkilte- 
mischung fest durchgefroren waren. Unter Zusatz von Quarzsand 
wurde die Masse im Morser fein zerrieben. Sodann wurde der 
Gewebsquarzsandbrei mit 3proz. Natriumfluoridlésung (etwa 6 cem 
pro 10g Gewebe) eine Zeitlang verrieben, dann 3proz. Trichloressig- 
siure (l0cem pro 10g Gewebe) zugesetzt und gut verriihrt. Da ich 
aus den oben genannten Griinden Kalilauge als auflésendes Agens der 
das Glykogen einschlieBenden Zellmasse vermeiden muBte, habe ich 
auf Rat von Prof. Asher Fluornatrium benutzt, dessen zellzerstérende 
Eigenschaften zuerst Bottazzi zu Nutze gezogen hat. In dieser Hinsicht 
hat sich auch im Berner physiologischen Institut bei friiheren Arbeiten 
Fluornatrium bewahrt. Der Trichloressigsiurezusatz diente dazu, um 
von vornherein das Eiweif unléslich zu machen. Nach Zusatz von 
reichlichem destillierten Wasser wurde abgenutscht. Der Riickstand 
wurde in den Kolben zuriickgebracht und nach Zusatz von Aqua 
destillata wiederholt stark geschiittelt. Nach kurzer Zeit Stehenlassen 
wird die iiberstehende Fliissigkeit abfiltriert. Die zuletzt beschriebenen 
Manipulationen werden achtmal wiederholt. Das gesamte Filtrat 
wird schlieBlich in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad ein- 
gedampft. ' 

Nach Abkiihlen wird das eingeengte Filtrat durch Kalilauge auf 
etwa 5 Proz. Alkaleszenz gebracht, sodann mit dem zweimaligen Volumen 
95 proz. Alkohols versetzt und tiber Nacht stehengelassen. Wahrend 
dieser Zeit setzt sich ein weiBer, reiner Niederschlag zu Boden. Der 
Niederschlag wird nach der Pfliigerschen Methode dreimal mit 60 proz., 
zweimal mit 75proz., einmal mit absolutem Alkohol, sodann zweimal 
mit Ather und schlieBlich noch einmal mit absolutem Alkohol ge- 
waschen. Zur quantitativen Bestimmung wurde nach der Pfliigerschen 
Methode invertiert. 


1) Der oben genannte Einwand gilt auch hinsichtlich des Befundes von 
Schéndorfi (Pfliigers Arch. 99, 191, 1903), dessen Angabe ich leider in meiner 
ersten Arbeit tibersah. 





K. Takahashi: 


Um den Wert der Methode fiir quantitative Untersuchungen zu 
priifen, habe ich dieselbe an der Leber und dem Muskel angewandt 
und gleichzeitig Teile des naimlichen Gewebes mit der urspriinglichen 


Pfligerschen Methode und mit meiner neuen Methode untersucht. 
Ergebnisse dieser Priifung bringe ich in der Tabelle I. 


Tahe lle al 





Glykogengehalt Untessehied 


Arten des Gewebes zwischen beiden 


nach neuer 


nach Pfiiger Methode - 


S 2. Froschmuskel. . . . . 3,19 2.96 
13. X. i > ere ae 3,01 3,46 
16, ° Froschleber...... 34,48 36,59 
18. X. a a eee 28,43 29,27 
19. X. = mea a8 20,70 27.64 





Die gefundenen Unterschiede betragen zwischen 2,2 und 13 Proz.., 
demnach darf man beide Methoden. was Leber und Muskel anbetrifft, 
als angenahert gleichwertig erachten. Nachdem ich mich von der 
Brauchbarkeit der Methode iiberzeugt habe, habe ich sie an Gehirnen 
von Kaninchen zu quantitativen Glykogenbestimmungen gebraucht. 
Das Ergebnis an drei Kaninchengehirnen gibt die Tabelle Ii. 


Tabelle 11. 





Datum Gehalt mg pro 1 g Gewebe an 
1924 reduzierender Substanz 

20. X. 0,14 

22. X. 0,19 

27. X. 0,15 


Die hier gefundenen Werte sind kleiner als ich sie friiher in meiner 
vorausgegangenen Arbeit mitgeteilt habe, denn durchschnittlich sind 
die jetzt ermittelten Werte zwischen einem Drittel und der Halfte 
der friiheren. Ich hatte damals darauf aufmerksam gemacht, dal 
méglicherweise nicht alles, was als Giykogen bewertet wurde, wirklich 
Glykogen war. 

Ich habe mich noch einer weiteren Methode bedient, namlich einer 
Modifikation der Pfliigerschen Methode. Im Anfang wurde das Gehirn 
ganz gleich behandelt wie es die Pfliigersche Methode fiir Leber und 
Muskel vorschreibt. Der nach der Pfliigerschen Methode durch Fallung 
schlieBlich erhaltene Niederschlag wurde vollstandig getrocknet. Die 
getrocknete Substanz wurde mit wenig kaltem Wasser aufgelést und 
filtriert. Der Niederschlag auf dem Filter wurde mehrfach mit kaltem 
Wasser gewaschen. Das Filtrat wird mit dem zweifachen Volumen 
%5proz. Alkohols versetzt und iiber Nacht stehengelassen. Der fein- 
flockige Niederschlag wird mit 60proz., 95proz., absolutem Alkohol 














a nae one nse ions 
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sowie mit Ather gewaschen, sodann nach Pfliiger invertiert. Das Er- 
gebnis der Untersuchung von drei Kaninchengehirnen mit dieser etwas 
modifizierten P/fligerschen Methode gebe ich in Tabelle III. 


Tabelle 111. 





Datum Gehalt mg pro 1 g Gehirn an 
1924 reduzierender Substanz 
31. X. 0.28 
4. XI. O18 
6. XT. 0,22 


Die Werte sind um ein klein wenig gréfer als diejenigen mit der 
soeben mitgeteilten Methode. 

Ich hatte noch Gelegenheit, zwei menschliche Gehirne auf ihren 
Glykogengehalt zu untersuchen. Das eine Gehirn stammte von einem 
Tetanusfall, der unter schweren tetanischen Krimpfen gestorben war, 
das andere Gehirn stammte von einem unkomplizierten Fall von Lungen- 
tuberkulose, der keinerlei Gehirnerscheinungen gezeigt hatte. Beide 
Fille kamen 15 Stunden nach dem Tode zur Sektion, die Gehirne 
wurden sofort in Eis verpackt und mir zur Verarbeitung zugeschickt. 
Man wird sich natiirlich von vornherein sagen, da selbst, wenn im 
Gehirn Glykogen vorhanden sein sollte, man nicht erwarten darf, 
den wahren Wert zu erhalten. Aber immerhin schien mir der Vergleich 
einiges Interesse zu bieten, da ich in meiner friiheren Arbeit gefunden 
habe, daB einzig zentral bedingte Krampfe die gebundenen Kohble- 
hydrate des Gehirns zu vermindern vermochten. 

Je 20g der beiden Gehirne habe ich nach Pfliiger und 100 ¢ mit 
Hilfe meiner neuen Methode bestimmt. Die Pfliigersche Methode 
ergab in dem Gehirn, das von dem Tetanusfall stammte, pro Gramm 
0.37 mg, in dem anderen Gehirn aber 1.01 mg pro Gramm Gehirn. 
Mit meiner neuen Methode fand ich in dem Tetanusgehirn nur 0,01 mg 
pro Gramm Gehirn, wahrend ich in dem anderen Gehirn 0.09 mg pro 
Gramm fand. Ich halte die kleineren Werte mit der néuen Methode 
fiir die richtigeren. Diese rein orientierend?n Versuche zeigen jedenfalls, 
da nach einem voraufgehenden Tetanus im Gehirn minimale Werte 
des gebundenen Kohlehydrats gefunden werden. 

Die bisher mitgeteilten Versuche kénnen natiirlich nicht dariiber 
entscheiden, ob im Gehirn wirklich Glykogen vorkommt.  Hierzu 
bedurfte es der praparativen Darstellung des Glykogens und der An- 
stellung von Glykogenreaktionen mit dem erhaltenen Priparat. Ich 
habe von allen Gehirnen, die ich zu quantitativen Versuchen brauchte, 
sowie auch von einigen nur zur Anstellung der qualitativen Reaktionen 
dienenden Gehirnen versucht, méglichst reine Glykogenpraparate zu 


gewinnen, um mit diesen die Jodjodkaliumreaktion anzustellen. Alle 
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praparativen Versuche wurden mit meiner neuen Methode angestellt. 
Es zeigte sich, dab es sehr schwer war, aus dem Gehirn ein einigermaben 
reines Praparat zu gewinnen. Besonders auffallend war der nicht kleine 
Aschengehalt der Praparate. Unter anderem lieB sich sehr leicht Eisen 
nachweisen. Aber je mehr es gelang, die Priaparate zu reinigen, um so 
deutlicher wurde in allen Fallen die Glykogenreaktion mit Jodjod- 
kaliumlésung. Der Farbenton war derjenige, welcher vom Muskel- 
glykogen erhalten wird, ein Ton, der ja etwas anders ist als der 
Ton bei dem Leberglykogen. Beim Erwarmen verschwand die violett- 
rote Farbe, um beim Abkiihlen wiederzukehren. Ich komme auf Grund 
meiner qualitativen Untersuchungen zu dem Schlusse, daB der mit 
Hilfe meiner neuen Methode aus dem Gehirn dargestellte Stoff tat- 
sichlich Glykogen sei. 

Bei der Wichtigkeit der Frage, ob Glykogen im Gehirn vorkomme. 
haben wir geglaubt, ein Praparat der Autoritat von Herrn Prof. Karrer 
in Ziirich unterbreiten zu sollen. Ich habe daher kurz ehe ich aus 
auBeren Griinden meine Untersuchungen abbrechen muBte, ein neues 
Priparat aus Kaninchengehirn dargestellt und Herrn Prof. Karrer 
eingeschickt. Herr Prof. Karrer hatte die groBbe Giite, wofiir ich ihm 
nochmals herzlich danke, folgenden Bericht an Prof. Asher einzusenden. 

0,292 g enthielten eine Kohlehydratmenge, die 75 mg Glucose 
gab. Andererseits zeigten diese 0,292 g in 20,0 g wasseriger Lésung eine 
Drehung von + 0,315° (J =05dm). Da die durch Hydrolyse ge- 
fundenen 75mg Glucose 67.5mg Glykogen entsprechen wiirden, so kame 
diesen 67.5 mg Ihres Kohlehydrats die spezifische Drehung von + 188° 
zu: oan « 

(e > San nnn. - 1860). 
0.5.1. 0,0675 

Dieser Wert kommt also recht nahe an die spezifische Drehung 
von reinem Glykogen heran. 

Die Jodreaktion [hres Kohlehydrats geht ziemlich stark ins Violett- 
rote, aber gerade beim Muskelglykogen ist die Farbe allgemein viel 
rotstichiger als beim Leberglykogen. Ich glaube daher, daB das ge- 
samte Kohlehydrat, soweit man dariiber im vorliegenden Reinheits- 
zustand urteilen kann, in seinen Eigenschaften dem Glykogen sehr 
nahe kommt, so da{ es mit ihm wohl identisch oder sehr nahe verwandt 
sein mub.* 

Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis. 
daB im Gehirn Glykogen vorkommt. Damit gewinnen die in meiner 
vorausgegangenen Arbeit mitgeteilten Befunde eine erhéhte biologische 
Bedeutung und eréffnen sich neue Méglichkeiten der Untersuchung des 
Kohlehydratstoffwechsels des Zentralnervensystems. 
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Eine Mikromethode zur Bestimmung der Chloride 
in Koérperfliissigkeiten. 


Von 
Alfred Nitsehke. 


(Aus der medizinischen Abteilung des Stidtischen Krankenhauses 
Altona a. d. Elbe.) 


(Eingegangen am 24. April 1925.) 


Die Methode benutzt das Bangsche Prinzip der Alkoholextraktion 
der Chloride mit nachfolgender Titration mit Silbernitrat, vermeidet 
aber die Wagung und die lange Extraktionsdauer. 

Der Gang der Bestimmung ist folgender: Man bringt in ein unten 
breites Zentrifugenglischen 0,3. ccm destillierten Wassers, saugt dann 
mit einer geeichten Pipette 0,1 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit 
auf, blast diese langsam nach sorgfaltiger Reinigung der Pipettenspitze 
in das Zentrifugenglas ein und spiilt die Pipette zweimal mit etwa 
0,1 cem destillierten Wassers nach. 

Bei der Bestimmung im Serum fiigt man kubikzentimeterweise 
6 ccm absoluten Alkohols zu, indem man jedesmal kraftig umschiittelt 

Zur Analyse im Gesamtblut laBt man das Blut zunichst hamo- 
lysieren und blast dann, bevor Gerinnung eintritt, die die vollkommene 
Extraktion verhindert, 6 ccm absoluten Alkohols kraftig am Rande des 
Zentrifugenglases ein und schiittelt durch. Hierbei tritt eine fein- 
flockige Ausfallung der Eiwei8kérper ein, und die Chloride finden sich 
quantitativ im Alkohol. 

Es wird jetzt 3 bis 5 Minuten zentrifugiert, der tiberstehenden 
klaren Lésung wird im gleichen Zentrifugenglas ein Tropfen Kalium- 
chromat als Indikator zugesetzt und mit n 100 Silbernitrat bis zur 
Braunfirbung titriert. 

Die verbrauchten Kubikzentimeter Silbernitrat ergeben mit 0,355 
multipliziert den prozentualen Chlor-, mit 0,585 den prozentualen 
Kochsalzgehalt der untersuchten Fliissigkeit. 

Der Wert einer Leerbestimmung wird hierbei nicht abgezogen, 
wie dies Bang angibt, da schon der Zusatz von 0,5 ccm destillierten 


Wassers zu 6 ccm absolutem Alkohol einen deutlichen Umschlag bei 
1 Tropfen Silbernitrat eintreten liBt. 
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Im folgenden sind Vergleiche zwischen Mikromethode (Mittelwert 
aus zwei Parallelbestimmungen) und Makromethode (Uranylacetat- 


fillung, Titration mit n/10 Silbernitrat) angegeben: 





Mikromethode Makromethode | Mikromethode Makromethode 
Proz. Cl Proz. Cl Proz. Cl Proz. Cl 
0,382 0.383 0.378 0.376 
0.383 0.383 0.347 0.347 
0.380 0.383 0.358 0,358 
0.385 0,383 0.422 0.422 


Es folgen einige Werte, in denen zum Serum- oder Gesamtblut (Citrat- 
blut) analytisch gewogene Kochsalzmengen zugesetzt und Ausgangs- 
und Endwert mit der Mikromethode bestimmt wurde. 





Serum P Gesamtblut 
Ausgangswert Errechnet Getunden Ausgangswert Errechnet Getunden 


Proz. NaCl Proz. NaCl 


0.632 1,03 1,03 0,612 1,21 1,20 

0,596 0.896 0.892 0.514 0.714 0.714 
0.674 1,07 1.06 0.556 0,956 0,959 
0,634 1,03 1,02 








Die gefundene maximale Fehlergrenze der Methode betriagt also 
+ 1 Proz. 














Die serologische Differenzierung von Lecithin und Cholesterin. 


Von 
H. Sachs und A. Klopstock. 
(Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 26. April 1925.) 


Durch die Untersuchungen von Sachs, Klopstock und Weil') ist 
gezeigt worden, da es durch Vorbehandlung von Kaninchen mit 
arteigenen Organextrakten bzw. mit Lipoidfraktionen in Verbindung mit 
geeignetem, artfremdem Serum (Schweineserum) méglich ist, reaktive 
Veranderungen im Blutserum zu erzeugen, die es befahigen, beim 
Zusammenwirken mit den entsprechenden Extrakten bzw. Lipoiden 
Komplementbindung und Ausflockung zu ergeben, und dadurch als die 
Folge einer Antikérperbildung imponieren. Das Eigenartige des Vor- 
ganges ist darin zu erblicken, dab, entsprechend friiheren Beobachtungen 
Landsteiners bei der Immunisierung mit heterogenetischen Lipoiden, nicht 
die Lipoide an und fiir sich zur Antikérperbildung fiihren, sondern erst 
im Verein mit der artfremden Serumkomponente ihre Antigenfunktionen 
erkennen lassen. Derart ist es gelungen, experimentell ohne Verwendung 
syphilitischen Materials jene Blutveranderung zu erzielen, die beim 
Menschen fiir Syphilis charakteristisch ist, und so die von Weil und 
Braun, spiter von Wassermann und anderen vertretene Auffassung, 
daB die zur Serodiagnostik der Syphilis dienenden Reaktionen durch 
Antikérper gegen kérpereigene Gewebszerfallsprodukte lipoider Art 
bedingt sind, mit der Sicherheit des Experiments als richtig zu er- 
weisen. 

Von besonderem biologischen Interesse multe nun die Frage er- 
scheinen, 0b es mit Hilfe von Antiseris, die derart durch kombinierte 
Vorhbehandlung mit Lipoidfraktionen und Schweineserum qewonnen 
sind, méglich ist, die einzelnen Lipoide im Reagenzglas biologisch zu 
unterscheiden. Wir haben in dieser Richtung bisher dreierlei Anti- 
serumtypen hergestellt : 


') H. Sachs, A. Klopstock und A. J. Weil, Deutsch. med. Wochenschr. 
1925, Nr. 15. 
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1. durch Vorbehandlung mit dem Merckschen Lecithinprdparat ; 

2. mit einem Lecithinprdparat, das uns durch die chemische 
Fabrik C. H. Bohringer Sohn in Niederingelheim friiher freundlichst 
zur Verfiigung gestellt war. Es soll sich nach den Angaben der Her- 
stellungsstatte von den iibrigen Handelspraparaten dadurch unter- 
scheiden, da es von Fetten und Cholesterin weitgehend befreit ist; 

3. durch Vorbehandlung mit Cholesterin von Kahlbaum. 

Die Untersuchungen, iiber die wir zu berichten uns erlauben!'), 
sollten zunachst entscheiden, ob ein Lecithin-Antiserum auch auf 
Cholesterin wirkt und umgekehrt. Von vornherein war zu erwarten, 
daB das mit Lecithin- Merck hergestellte Antiserum auch auf Cholesterin 
wirken wiirde, wihrend von dem Lecithin-Béhringer-Antiserum ein 
derartiges Uhergreifen, wofern es frei von Cholesterin ist, nicht an- 
zunehmen war. 

Zu unseren Versuchen diente im wesentlichen die Komplement- 
bindungsmethode, daneben wurde auch die Ausflockungsreaktion 
herangezogen.  Fiir das Arbeiten mit Cholesterin wurde die von 
Klopstock*) im AnschluB an die Beobachtungen von Keeser*) angegebene 
Methode benutzt, indem zu 5 Teilen kochenden, destillierten Wassers 
1 Teil einer | proz. alkoholischen Cholesterinlésung tropfenweise zu- 
gegeben wurde. Die so bereitete Emulsion wurde hei filtriert und 
konnte dann, dank ihrer Stabilitat, zu den Versuchen dienen, wobei 
der erforderliche isotonische Salzgehalt durch Verdiinnen des Serums 
mit Kochsalzlésung entsprechend héherer Konzentration erreicht 
wurde. 

Die zu unseren Versuchen dienenden Antisera waren folgende: 


1. Lecithin-Merck-Antiserum 144, 


gewonnen von Kaninchen durch intravenése Injektion des Riickstandes 
von je 4cem Iproz. alkoholischer Lecithinlésung, der in 5 ecm zehnfach 
verdiinnten aktiven Schweineserums aufgenommen wurde. Die Gemische 
wurden nach einstiindigem Stehen bel Zimmertemperatur in Abstianden 
von 3 Tagen intravenés injiziert, 7 Tage nach der fiinften Injektion wurde 
das Tier durch Entbluten getétet und das Antiserum gewonnen. 


2. Lecithin- Béhringer-Antiserum 163. 

Die Injektionsgemische wurden in der gleichen Weise wie bei dem 
Lecithin- Merck-Antiserum bereitet. Die intravendése Injektion erfolgte 
in dreitagigen Abstinden siebenmal. Das Antiserum wurde 2 Tage nach 
der letzten Injektion gewonnen. 


') Bei Ausfiihrung der Versuche wurden wir von Fraulein Christ/riede 


Springborn unterstiitzt. 
*) A. Klopstock, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 21. 
3) Keeser, diese Zeitschr. 154, 321, 1924. 
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3. Cholesterin-Antiserum 149. 

Zu %cem siedenden destillierten Wassers wurden 2cem | proz. alko- 
holischer Cholesterinlésung zugefiigt. Die Emulsicn wurde hei® filtriert. Zu 
dem Filtrat wurde ein Gemisch von 0,5 cem aktiven Schweineserums und 
0.9cem l0proz. Kochsalzlésung zugesetzt. Von dieser Mischung wurden 
10 ccm intravenés injiziert. Die Injektionen erfolgten in Abstinden von 
3 Tagen. Das Antiserum wurde 8 Tage nach der siebenten Injektion ge 
wonnen. 

Zu den Immunisierungsversuchen ist zu bemerken, dab Kontrollen 
mit getrennter Injektion der beiden Komponenten stets ein negatives Er- 
gebnis zeitigten. Im iibrigen gelang die Bildung von Antikérpern am 
leichtesten mit dem Merckschen Lecithinpraparate. Bei Verwendung 
von Lecithin-Béhringer war in der Regel eine gréBere Zahl von 
Injektionen erforderlich. Am schwierigsten und unter nicht unerheb- 
lichen quantitativen Variationen schien die Antikérperbildung bei 
Vorbehandlung mit Cholesterin zu erfolgen. Auch iibten die Cholesterin- 
injektionen nicht selten schockartige Nebenwirkungen aus, so dal 
bei dieser Vorbehandlung unter Umstinden mit Tierverlusten zu 
rechnen ist. 

Was nun die Wirksamkeit der Antisera anlangt, so lassen wir 
zunachst ein Versuchsbeispiel folgen, das die komplementbindende 
Funktion des Lecithin-Merck-Antiserums gegeniiber Lecithin und 
Cholesterin zeigt. 

Absteigende Mengen des Lecithin-Merck-Antiserums 144 (Volumen 
0,25 cem) wurden: 

a) mit je 0,25cem '/,9proz. Lecithin- Merck, 

b) mit je 0,25 cem '/,)proz. Lecithin- Bohringer, 

¢) mit je 0,25 ccm '/;9proz. Cholesterin 
1 Stunde im Eisschrank') unter Zusatz von je 0,25cem zehnfach ver- 
caiinnten Meerschweinchenserums digeriert. 

Zur Herstellung der Lipoidlésungen ist zu bemerken, daB die Lecithin- 
lésung durch 30fache Verdiianung Iproz. alkeholischer Stammliésung 
derart gewonnen wurde, daB8 zuniichst gleiche Teiie der Stammlésung und 
physiologischer Kochsalzlésung gemischt und nach einem Interval! von 
10 bis 15 Sekunden 28 Teile physiologischer Kochsalzlésung zugefiigt wurden. 

Die Verdiinnungen der Cholesterinlésung sind nach dem schon er- 
wihnten Vorgang von Klopstock mit destilliertem Wasser bereitet. Dem- 
entsprechend wurde in der Versuchsreihe ¢ die Meerschweinchenserum 
verdiinnung mit héher konzentrierter Kochsalzlésung bereitet. 


1) Die Komplementbindungsversuche wurden bei niedriger Temperatur 
vorgenommen, weil, wie schon friiher mitgeteilt wurde, bei héherer Tem 
peratur nichtspezifische Komplementbindungsphinomene mit Cholesterin 
interferieren, die augenscheinlich auf Funktionen der Kolloidlabilitat zuriick- 
zufiihren sind. Durch die Benutzung der niedrigeren Temperatur kommt 
aber die Reaktionsfahigkeit der Lecithin-Antisera in den Tabellen I bis Il 
schwicher zum Ausdruck, als es bei héherer Temperatur der Fall ware. 
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Nach dem Digerieren der Gemische erfolgte Zusatz von je 0,5 cem 
eines gleichteiligen Gemisches von Hammelblutaufschwemmung und Ambo- 
ceptorverdiinnung. 

Die im Brutschrank eingetretene Himolyse ist aus Tabelle I ersichtlich '). 


Tahe lle I. 





Hamolyse von Hammelblut 
Mengen des Lecithin» Merk: durch Amboceptor und Komplement nach Zusammenwirken 
des letzteren mit LecithinsMercksAntiserum und 


Antiserums 144 


a b , 

com Lecithins Merck Lecithin- Bohringer Cholesterin 
0,025 o n ‘ 
0.015 0 ° : 
0.01 o 0 0 
0,005 0 m. 0 
0.003 0 : 
0,002 m. a. i 
0,001 a - “i 


Wie die Tabelle | zeigt, iibt das Lecithin-Merck-Antiserum nicht 
nur gegeniiber Lecithin, sondern auch gegeniiber Cholesterin eine erhebliche 
Komplementbindung aus. An und fiir sich erlaubt der Versuch daher 
kaum die Frage zu entscheiden, ob es sich hier um Gemeinsamkeiten 
etwa physikochemischer Art, die zwischen Cholesterin und Lecithin 
bestehen, handelt, oder ob das Ubergreifen durch einen Cholesterin- 
gehalt des Merckschen Lecithinpraparats bedingt ist, der gleichzeitig 
zur Entstehung von Antikérpern gegen Cholesterin  fiihrt. Ein 
Cholesteringehalt des Merckschen Praparats kénnte auch dafiir ver- 
antwortlich zu machen sein. daB das Antiserum auf Lecithin-Verck 
nicht unerheblich starker wirkt als auf Lecithin- Béhringer. Wir wissen 
ja schon aus der Praxis der Serodiagnostik der Syphilis, dab ein 
Cholesterinzusatz zu den Extrakten ihre Reaktionsfahigkeit bei der 
Kompleraentbindung erheblich zu verstarken geeignet ist, und die 
Gesamtheit der Erfahrungen diirfte dafiir sprechen, daB es sich hierbei 
um eine bessere physikochemische Eignung der Lipoidsuspensionen 
fiir die Komplementbindung handelt, die durch einen Cholesterin- 
zusatz bedingt ist. 

Trotz der Antikérpernatur der bei den serologischen Luesreaktionen 
interferierenden Serumstoffe wird man daher nach wie vor zu_ beriick- 
sichtigen haben, daB fiir die Antigenfunktion der Lipoide in vitro ihr 


') In den Tabellen bedeuten: ec. komplette Hiimolyse, fe. fast 
komplette Hiamolyse, st. starke Himolyse, m. maiBige Himolyse, 
w. = wenig Hamolyse, Sp. Spur Hiimolyse, Spch. Spiirchen Himo- 


lvse, 0 = keine Hiamolvse. 
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e O45 com 
nd Ambo- physikochemischer Charakter eine nicht zu unterschatzende Rolle 
spielt. Dafiir spricht schon die Abhangigkeit der Extraktwirkung 
ichtlich *). von der Art der Verdiinnung bzw. von der Art der Suspension, ein 


Faktor, der nicht nur fiir die Serodiagnostik der Syphilis, sondern, 
wie erst jiingst Erfahrungen von Délter') aus dem hiesigen Institut 
gezeigt haben, auch fiir die heterogenetische Antikérperreaktion von 
nwirken gréBter Bedeutung ist. Der Unterschied im kolloidchemischen Charakter 


Y . . . ee . 
der beiden Lecithinpraparate, mag er nun durch Anwesenheit bzw. 


¢ Fehlen von Cholesterin oder durch andere Ursachen bedingt sein, 
—— aubert sich iibrigens auch darin, dab das Lecithinpraparat von Bohringer 
0 nach unseren bisherigen Versuchen kaum oder schwer zu Flockungs- 
: reaktionen geeignet ist, wahrend die Herstellung ausflockbarer Lipoid- 
0 emulsionen mit dem Merckschen Lecithinpraparat ohne  weiteres 
0 gelingt. 


Dai in der Tat derartige sekundire Momente fiir das verschiedene 
Verhalten der beiden Lecithinpraparate verantwortlich zu machen sein 
: diirften, dafiir spricht auch der Umstand, daB das durch Vorbehandlung 
um nicht ; chee : - : 

heblich mit Lecithin- Bohringer hergestellte Antiserum gleichfalls mit dem 
rhebdtiche e ° ‘ ° ° , 
Merckschen Lecithinpriparat starker reagiert, wie es folgendes Ver- 


th daher igh ; ‘ 
x suchsbeispiel zeigt. 
mkeiten ' 
Lecithi Absteigende Mengen Lecithin- Béhringer-Antiserums 163 (Volumen 0,25) 
ecithin : 
wurden: 


lesterin- ae - ne 
a) mit je 0,25cem ' ,»proz. Lecithin- Merck, 


ichzeitig b) mit je 0,25 cem !,9proz. Lecithin- Béhringer, 

Kin ¢) mit je 0,25 c¢em !/;,proz. Cholesterin 
fiir ver- unter Zusatz von 0,25cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchenserums 
n-.Merck y 1 Stunde im Eisschrank digeriert. Die Versuchsanordnung entspricht 


im iibrigen derjenigen von Tabelle I. Sodann erfolgte Zusatz von je 0,5 cem 


r wissen ) , 
eines gleichteiligen Gemisches von Hammelblutaufschwemmung und Ambo- 


dul ein 
. ceptorverdiinnung. 
bei der * ss ois - en 
Das Ergebnis ist aus Tabelle tI ersichtlich: 


und die 


| hierbei Tabelle II. 





‘nsionen 
Hamolyse von Hammelblut 


lesterin- durch Amboceptor und Komplement nach V orbehandlung des letzteren 


| Mengen des Lecithin: mit Lecithin: BohringersAntiserum und 
| BohringereAntiserums 
ktionen a b R 
heriick- _— Lecithin. Merck Lecithin: Bohringer Cholesterin 
‘itro ihr } 0.025 0 0 c. 
z 0.015 0 0 c. 
0.01 0 0 c. 
fast 0,005 0 st. Cc. 
imolyse, | 0,003 m. Cc. e. 
z 0,002 c. Cc. c. 


1 Hamo- 


1) W. Délter, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 48, 95, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 159. 33 
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Es ergibt sich also, daB das durch Vorbehandlung mit Lecithin- 
ROhringer gewonnene Antiserum mit Lecithin-Merck starker als mit 
Lecithin- Bohringer reagiert. Bemerkenswert ist der Umstand, dap} eine 
Reaktionsfdahigkeit des Lecithin-Béhringer-Antiserums mit Cholesterin 
fehit, bzw. in anderen Versuchen nur in so gering angedeutetem Grade 
vorhanden war, dafi man kaum versucht sein wird, hier von einer 
spezifischen Antikérperwirkung zu sprechen. 

Die Differenzierung, die sich mit dem Lecithin- Béhringer-Anti- 
serum gegeniiber Cholesterin im Gegensatz zu dem Verhalten des 
Lecithin-Mereck-Antiserums ergibt, wird um so beweiskraftiger, wenn 
man hiermit das Verhalten des Cholesterin-Antiserums vergleicht, wie 
es sich aus folgendem Versuchsbeispiel ergibt. 

Absteigende Mengen des Cholesterin-Antiserums 149 (Volumen 0.25 cem) 
wurden: 

a) mit je 0,25 cem ! 4 9proz. Lecithin- Merck, 

b) mit je 0,25cem ! j5)proz. Lecithin- Béhringer, 

¢) mit je 0.25cem '/s9proz. Cholesterin 
unter Zusatz von je 0,25 ccm zehnfach verdiinnten Meerschweinchenserums 
1 Stunde im Ejischrank digeriert. Die Versuchsanordnung entspricht im 
iibrigen derjenigen von Tabelle I und II. Es erfolgte sodann Zusatz von 
je 0,5 cem eines gleichteiligen Gemisches von Hammelblutaufschwemmung 
und Amboceptorverdiinnung. 

Die eingetretene Hiamolyse ist aus Tabelle TII ersichtlich: 


Tabelle III. 





Hamolyse von Hammelblut 
durch Amboceptor und Komplement nach Vorbehandlung des letzteren 


Mengen des Cholesterin- mit CholesterinsAntiserum und 
Antiserums 
a b c 
aan Lecithins Merck Lecithins Bohringer Cholesterin 

0,025 c e, 0 
0.015 c. Cc. 1 
0.01 Cc. ce. 0 
0,005 C. c. 0 
0,003 C e. 0 
0,002 «. c. 0 
0.001 c. c. w. 
0.0006 Cc. c. Cc. 


Das Versuchsbeispiel zeigt, da’ das Cholesterinantiserum lediglich 
mit Cholesterin reagiert, dagegen mit den beiden Lecithinpraparaten 
unter den vorliegenden Bedingungen keine Komplementbindung 
ergibt. Es besteht also beim Vergleich mit dem Lecithin-Béhringer- 
Antiserum (Tabelle II) eine direkte Inversion des Versuchsergebnisses. 
Das Lecithin-Antiserum reagiert nur mit Lecithin, das Cholesterin- Anti- 


serum nur mit Cholesterin. 
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Nicht ohne weiteres so durchsichtig liegen die Verhaltnisse bei 
einem Vergleich mit dem Lecithin-Merck-Antiserum (vergl. Tabelle 1). 
Das letztere reagiert mit Cholesterin annahernd bis zu den gleichen 
Mengen wie mit Lecithin- Merck. In bezug auf das Béhringersche 
Lecithinpraparat wird sogar die Komplementbindung durch diejenige 
mit Cholesterin iibertroffen. Aber auch hier ergibt sich ein scharfer 
Gegensatz zu dem Verhalten des Cholesterin-Antiserums, das mit 
Cholesterin starker als das Lecithin-Merck-Antiserum reagiert, dagegen 
mit Lecithin zu keiner Komplementbindung fiihrt. 


Man wird wohl zunachst die SchluBfolgerung ziehen diirfen, dab 
das Lecithin-Merck-Antiserum zugleich Antikérper gegen Cholesterin 
enthalt, entsprechend einem Cholesteringehalt des zur Vorbehandlung 
benutzten Praparats. Andererseits ist anzunehmen, da} die Cholesterin- 
Antikérper zu keiner Verstaérkung der Komplementbindung mit dem 
Merckschen Lecithinpriaparat fiihren, da ja das Cholesterin-Antiserum 
mit Lecithin iiberhaupt nicht reagiert. Wenn daher das Lecithin- 
Merck-Antiserum und ebenso das Lecithin-Béhringer-Antiserum mit 
Lecithin- Merck starkere Komplementbindung ergeben als mit Lecithin- 
Bohringer, so wird man wohl die bessere physikochemische Eignung 
des ersteren hierfiir verantwortlich machen kénnen, wobei dahingestellt 
bleiben muB, ob der Cholesteringehalt des Merckschen Praparats oder 
andere Momente fiir die giinstigere kolloidchemische Beschaffenheit 
verantwortlich zu machen sind. 


Auffallig ist, da das Cholesterin-Antiserum mit Lecithin - Merck 
iiberhaupt nicht reagiert, obwohl durch Vorbehandlung der Kaninchen 
mit diesem Lecithinpraparat Antisera erzeugt werden, die mit Cholesterin 
Komplementbindung ergeben. Man kann zur Erklarung annehmen, 
da der Cholesteringehalt des Merckschen Lecithins zwar geniigt, um 
Antikérper zu erzeugen, aber nicht, um im Reagenzglas mit dem Anti- 
serum zu reagieren. Dann aber ware in Betracht zu ziehen, dal} das 
Cholesterin durch das Lecithin seiner unmittelbaren Reaktionsfahigkeit 
in vitro entzogen werden kénnte. Fiir den letzteren Umstand scheinen 
uns Versuche zu sprechen, in denen einerseits bei geeigneter Anordnung 
eine geringe Reaktionsfahigkeit des Cholesterin-Antiserums mit Merck- 
schem Lecithin nachzuweisen war, wahrend sie bei Verwendung mit 
Lecithin- Béhringer immer ausblieb, und in denen andererseits beim 
direkten Mischen von Cholesterin und Lecithin die Funktion des ersteren 
hochgradig zu verschwinden schien. 

In ersterer Hinsicht lassen wir ein Versuchsbeispiel folgen, das die 
Abhangigkeit der Reaktionsfaihigkeit des Cholesterin-Antiserums gegen- 
iiber Merckschem Lecithin von den quantitativen Verhaltnissen 
demonstriert. 


33 * 
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Es wurde eine | proz. Emulsion von Lecithin- Merck derart gewonnen, 
dai eine lproz. alkoholische Lésung verdampft und der Riickstand in 
gleichem Volumen physiologischer Kechsalzlésung aufgenommen wurde. 

Absteigende Mengen dieser | proz. Emulsion wurden: 

a) unter Zusatz von je 0,25 c¢em zehnfach verdiinnten Lecithin- Merck- 
Antiserums, 

b) unter Zusatz von je 0,25cem zehnfach verdiinnten Cholesterin- 
Antiserums 
mit je 0,25cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchenserums 1 Stunde 
im Brutsechrank digeriert. Sodann erfolgte Zusatz von je 0,5e¢cem eines 
gleichteiligen Gemisches von Hammelblutaufschwemmung und Amboceptor- 
verdiinnung. 

Die nach 20 Minuten (a) und nach | Stunde (f) abgelesene Hiimolyse 
ist aus Tabelle IV ersichtlich: 


Tabe lle I V. 





Hamolyse von Hammelblut 
durch Amboceptor und Komplement nach Vorbehandlung des letzteren 
mit Lecithins Merck und 


Mengen 
von | proz. Lecithin a b 
Lecithin: VercksAntiserum nach CholesterinsAntiserum nach 
20 Min. 1 Std. 20 Min 1 Std 
com 

0,25 0 Spch. c. Cc. 
O15 0 Spch. Cc. c. 
0,1 0 Spch. c. Cc. 
0.05 0 0 st. c. 
0.03 0 0 m. c. 
0,02 0 0 m. c. 
0.01 0 0 Spch. c. 
0,006 0 0 Spch. c. 
0,004 0 0 0 m. 
0,002 0 0 m. c. 
0.0008 0 m. Cc. Cc. 
0 Cc. c. c. Cc 


Aus dem Versuchsbeispiel, das sich nicht immer mit gleicher 
Prignanz reproduzieren lieB, ergibt sich, daf hier die Reaktionsfahigkeit 
des Cholesterin-Antiserums mit dem Lecithin-Merck in ausgesprochener 
Weise von der Dosierung abhdngt und schon ein geringer UberschuB des 
Lecithinpréparats die Komplementhindung verhindert. Es sei erwahnt, 
daB in gleichsinnigen Parallelversuchen mit dem Bohringer schen Lecithin- 
praparat keinerlei Komplementbindung zu erzeugen war. 

Fiir die Larvierung der Cholesterinfunktion durch Zusatz von 
Lecithin spricht auch folgender Versuch, in dem Lecithin und Cholesterin 
gemischt wurden. 


Absteigende Mengen der verschiedenen Antisera (Volumen 0,25 cem) 


wurden: 
in den Reihen I mit je 0,25 cem ' s9proz. Cholesterins (nach dem Vorgang 


von Klopstock bereitet), 











In 
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in den Reihen II mit je 0,25cem einer 15fachen Verdiinnung eines 
gleichteiligen Gemischs | proz. alkoholischer Lésung von Lecithin- Merck 
und Cholesterin, 

in den Reihen III mit je 0,25cem einer l5fachen Verdiinnung eines 
gleichteiligen Gemisches | proz. alkoholischer Lésung von Lecithin- Bohringer 
und Cholesterin 
unter Zusatz von je 0,25 ccm zehnfach verdiinnten Meerschweinchenserums 
| Stunde im Eisschrank digeriert. Sodann erfolgte Zusatz von je 0,5 cem 
eines gleichteiligen Gemisches von Amboceptorverdiinnung und Hammel 
blutaufschwemmung. 

Das Ergebnis zeigt Tabelle V. 


Tabelle V. 





Hamolyse von Hammelblut durch Amboceptor und Komplement 
nach Vorbehandlung des letzteren mit 


Mengen : —_ 
- “ , I. II. 
c . 
: m Lecithins Vercks Lecithins Bohringers 
Antiserums Cholesterin und *) Cholesterin und °) Cholesterin und *) 


LecsMs Chole LeceB.s LecsMs* Chole Lec#Bs Lec*Ms« Chols« Lec+li. 
A.S A.§ } A. S. A. S. A. S. A, S. A. 


A. S. S. A. S. A. S. A.S A.S 
ccm 
0,025 0 0 c. 0 Spch. 0 0 c. 0 
OO1S 0 0 Cc. 0 m. 0 0 Cc. 0 
0.01 0 0 ce. 0 c 0 0 «. 0 
0,005 0 0 c. 0 c. 0 0 c. 0 
0,003 0 0 Cc. 0 c. 0 0 c. w. 
0,002 Sp. 0 c. 0 c. 0 0 c. c 
0.001 fe. st. c. fe. c. ec. fe. c. c. 
0,0006 c. c. c. c. c. Cc. e. c. c, 
*) Lec« M.A. S. Lecithin. Verck+Antiserum, Chol.+A. S. Cholesterin-Antiserum, Lec. B.- 
A. S. Lecithin. BohringersAntiserum. 


Aus der Tabelle V ergibt sich zunachst in Bestatigung der friiheren 
Versuche, dab, wie Teil I zcigt, Cholesterin nur mit dem Cholesterin- 
Antiserum und dem Lecithin-Merck-Antiserum reagiert, dagegen mit 
dem Lecithin-Béhringer-Antiserum keinerlei Reaktion ergibt. Obwohl 
nun in den Teilen Il und III der Tabelle V der Cholesteringehalt den- 
jenigen in Teil 1 iibertrifft ('/,)proz. Cholesterin gegeniiber ! |; proz. 
Cholesterin), erscheint hier durch den Lecithinzusatz die komplement- 
hindende Funktion des Cholesterins aufgehoben bzw. ganz erheblich reduziert. 
Bei der Mischung des Cholesterins mit Lecithin- Béhringer bewirkt 
das Cholesterin-Antiserum tiberhaupt keine Komplementbindung. Beim 
Zusammenwirken von Cholesterin mit Lecithin- Merck tritt nur unter 
Verwendung der gréBten Dosen des Cholesterin-Antiserums eine partielle 
Hemmung der Haimolyse auf, wahrend sie unter einfacher Beriick- 
sichtigung des Cholesteringehalts starker sein miibte als in Teil IL der 
Tabelle V. Man wird aus diesen Ergebnissen also schlieben diirfen, 
dag in der Tat durch den Lecithinzusatz die komplementhindende 
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Funktion des Cholesterins eine erhebliche Abschwichung oder Auf- 
hebung erfahrt. 

Zu _ beriicksichtigen bleibt allerdings der Umstand, da das 
Cholesterin an und fiir sich in Teil I der Tabelle V auch in anderer 
physikochemischer Struktur an der Reaktion teilnehmen kénnte wie 
in den Teilen Il und IIT, in denen durch den Lecithinzusatz die kolloid- 
chemischen Eigenschaften wohl verandert sein diirften. Jedenfalls 
aber diirfte sich aus diesen Befunden der scheinbare Widerspruch er- 
kliren, daB das Cholesterin-Antiserum mit Lecithin- Merck keine Kom- 
plementbindung ergibt, obwohl dieses Praparat gleichzeitig mit den 
Lecithin-Antikérpern Cholesterin-Antikérper zu erzeugen befahigt ist. 
Ganz einwandfrei liegen demgegeniiber die mitgeteilten Bedingungen 
beim Vergleich des Cholesterins mit dem Lecithinpraparat von Béhringer. 
Hier ist augenscheinlich, sowohl in bezug auf die Vorbehandlung als 
auch in bezug auf die Wirkung der Antisera, eine scharfe Differen- 
zierung vorhanden. 

Was nun die Empfindlichkeit der hier beschriebenen Antiserum- 
wirkungen in bezug auf die Lipoide anlangt, so ergibt sich bereits aus 
Tabelle [V, daB mit dem Lecithin-Antiserum noch mindestens !/ 99 mg 
Lecithin als solches nachgewiesen werden kann, und man wird nicht 
fehlgehen in der Annahme — einige unserer Versuche sprechen dafiir —, 
da sich durch geeignete Versuchsbedingungen die Scharfe der Reaktion 
noch steigern laBt. Fiir den Nachweis des Cholesterins diirften ahnliche 
quantitative Bedingungen gelten, wie sich aus folgendem Versuchs- 
beispiel ergibt: 


Absteigende Mengen !/gproz. Cholesterinemulsion in destilliertem 
Wasser (nach dem Vorgang von Klopstock bereitet) wurden: 

in Reihe A unter Zusatz von je 0,25 cem zehnfach verdiinnten Cholesterin- 
Antiserums, 

in Reihe B unter Zusatz von je 0,25cem physiologischer Kochsalz- 
lésung 
mit je 0,25cem zehnfach in 1,7proz. Kochsalzlésung verdiinnten Meer- 
schweinchenserums | Stunde in der Kalte digeriert. Sodann erfolgte Zusatz 
von je 0,5 ccm eines gleichteiligen Gemisches von Hammelblutaufschwem- 
mung und Amboceptorverdiinnung. 

Die eingetretene und nach verschiedenen Zeiten (a, f, y) eingetretene 
Hiimolyse ist aus Tabelle VI ersichtlich: 


Wie die Tabelle VI zeigt, geniigen also auch hier auferordentlich 
geringe Cholesterinmengen zum Nachweis der komplementbindenden 
Funktion. Bei friihzeitiger Ablesung tritt noch mit '/g5)9mg Kom- 
plementbindung ein, und selbst unter Beriicksichtigung der eingetretenen 
Nachhimolyse ist die Reaktion noch mit '/35mg Cholesterin voll- 
stindig positiv. Es gelingt also mittels der verwendeten Antisera nicht 
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Mengen 
des 
proz 
Cholesterins 


com 


0.25 
O15 
01 
0.05 
0.03 
0.02 
0.01 
0.006 
0,004 
0.002 
0.0008 
0 


nur Lecithin und Cholesterin zu unterscheiden, 


Hamolyse von Hammelblut durch Amboceptor und Komplement 
nach Vorbehandlung des letzteren mit Cholesterin und 


0 
0 


rN 


Cholesterin-Antiserum 


; 


0 0 
0 o 
0 0 
0 “ 
0 0 
i) o 
0 Sp. 
v0 m. 
Spch c 
Sp. c. 
w. c 
c. c. 


B 


ohne weiteren Zusatz 


; 


0 0 
0 0 
0 0 
st. ‘ 

‘ Cc. 
‘ c. 
< c. 
< ec. 
< Cc. 
‘ «. 
‘ c. 
‘ c. 


sondern auch den 


weis der Lipoide in sehr geringen Mengen zu fiihren. 


Zusammenfassung. 


“ 
0 


Nach- 


Durch Vorbehandlung von Kaninchen mit Lecithin bzw. Cholesterin 
im Verein mit Schweineserum gelingt es, Antisera zu erhalten, die mit 
den entsprechenden Lipoidstofjen durch Komplementbindung (auperdem 
auch durch Ausflockung) charakteristisch reagieren und so eine 


logische Unterscheidung der Lipoide erméglichen. 


sero- 








Untersuchungen iiber die hormonale Regulation des 
intermediiren Kohlenhydratstoffwechsels. 


Il. Mitteilung: 
Demonstration des Insulin-Adrenalin-Antagonismus am lebenden Frosch, 


Von 
Alfred Gottschalk. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 27. April 1925.) 


In der ersten Mitteilung') war mit Hilfe des Neubergschen Ab- 
fangverfahrens?) gezeigt worden, daB Adrenalin und Insulin den Kohlen- 
hydratumsatz iiberlebender Leber- und Muskelzellen warmbliitiger 
Tiere in antagonistischer Weise beeinflussen. Wahrend Beigabe von 
Insulin die Bildung des Oxydationsproduktes Acetaldehyd durch 
Gewebebrei vermehrt, hemmt Adrenalin die Entstehung dieser 
Zwischenstufe im oxydativen Zuckerabbau. Bei gleichzeitigem Zusatz 
von Insulin und Adrenalin zu iiberlebenden Warmbliiterzellen ist der 
Effekt auf die Aldehydproduktion eine Resultante der Insulin- und 
Adrenalinwirkung. Aus diesen Versuchsergebnissen war geschlossen 
worden, da Insulin jene Fermentprozesse begiinstigt bzw. erméglicht, 
durch die die Umwandlung der stabilen, von der Zelle nicht verwert- 
baren furoiden Glucose — unter intermediarer Beteiligung anorganischer 


Phosphorsiure — in die ihrer Struktur nach unbekannte*) labile 
Reaktionsform des Zuckers vollzogen wird*). Adrenalin hingegen 


') A. Gottschalk, diese Zeitschr. 155, 348, 1925. 

2) C. Neuberg, Zeitschr. f. Botanik 11, 180, 1918, 

8) Vgl. hierzu auch F. Laquer, Klin. Wochenschr. 4, 560, 1925. 

*) Auf die Beziehungen zwischen Insulin und Koferment, fiir die auch 
Brugsch und Horsters (diese Zeitschr. 155, 459, 1925) neuerdings Hinweise 
beigebracht haben, soll an dieser Stelle nicht naher eingegangen werden. 
Verwiesen sei auf Gottschalk, Sitzung der Wiener biologischen Gesellschaft 
vom 9, Februar 1925; Wien. klin. Wochenschr. 1925, Nr. 14, sowie Gottschalk, 
Der Kohlenhydratumsatz in tierischen Zellen in Oppenheimers Handb. 
d. Biochem. 2. Aufl. Bd.Il, BV. Jena 1925. 
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hemmt diese einleitenden Phasen des Kohlenhydratumsatzes. Die 
Beschleunigung bzw. Hemmung des oxydativen Zuckerabbaus, wie sie 
in der Vermehrung bzw. Verminderung abfangbaren Acetaldehyds 
zum Ausdruck kommt, ist die Folge des vermehrten bzw. verminderten 
Angebots an abbaufahiger Hexose. 

Im Hinblick auf die engen Beziehungen, die zwischen Kohlen- 
hydratumsatz und Motilitét (im weitesten Ninne) bestehen, lag es nahe, 
in Versuchen am lebenden Tier die motorischen Funktionen des Organis- 
mus als Indikator fiir die antagonistische hormonale Regulation des 
intermediaren Zuckerstoffwechsels zu benutzen. In der Tat gelingt es, 
die Insulinkrdémpfe des Frosches durch nachfolgende Adrenalininjektion 
zu lésen bzw. durch vorangehende Adrenalineinspritzung hintanzuhalten. 

Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Die 
Frésche (Wintertiere) waren zum mindesten 3 Tage lang vor Versuchs- 
beginn bei 20° gehalten worden. Das benutzte Pankreasinkret war 
Insulin Booth Brand, das Nebennierenpraparat Supraren. hydrochl. 
1: 1000 Hochst. 


Rana temporaria, oc, 32¢ Gewicht. 

Erhalt subkutan (in den Riickenlymphsack) 25 Einheiten Insulin. 
Nach 30 Minuten Streckkriimpfe der GliedmaBen ; 

60 i sehr heftige Streckkrampfe ; 

0) 99 99 9° *s 
2 Stunden spontane Zuckungen, die auf Beriihrungsreize hin 

zu Krimpfen gesteigert werden ; 

3 Stunden noch deutlich iibererregbar. 


Rana temporaria, co’, 41 g Gewicht. 


Erhalt subkutan 40 Einheiten Jinsulin. 
Nach 30 Minuten stark iibererregbar; keine spontanen Zuckungen, 
‘ jedoch auf schwache Beriihrungsreize hin heftige klonische 
Krampfe der Vorder- und Hinterbeine ; 
0) Minuten spontan heftige Krampfe; 


2 Stunden = ~ re 
4 ‘ lassen die Spontankrampfe nach ; auf Beriihrung hin 


jedoch klonische Zuckungen. 


Rana temporaria, oc’, 39g Gewicht. 
Erhalt subkutan 40 Einheiten Jnsulin. 
Nach 30 Minuten heftige Streckkriimpfe ; 


60 

0 * *s * 

2 Stunden klonische Zuckungen; 

3 es fasciculire Zuckungen in einzelnen Muskelgruppen ; 
4 keine Spontanzuckungen mehr, jedoch noch deutlich 


iibererregbar; Frosch bewegt sich spontan nicht. 
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Rana temporaria, 9, 43g Gewicht. 

Erhalt subkutan 40 Einheiten Jnsulin. 
Nach 30 Minuten Streckkrampfe ; 

60 99 ’ 
2 Stunden spontane Zuckungen, die auf mechanische Reize hin 
zi Streckkrampfen gesteigert werden; 
Stunden noch deutlich iibererregbar ; 
4 ee kaum noch erregbar. 


Wie aus den Protokollen ersichtlich ist, erzeugen hohe Insulindosen 
(40 bis 50 Einheiten pro 50g Kérpergewicht) beim Frosch innerhalb 
drei Stunden deutlich wahrnehmbare Streckkrampfe (AuBentemperatur 
20°). Die Frésche sterben in diesem Krampfstadium nicht; vielmehr 
iiberleben nach unseren Erfahrungen die meisten Tiere den Eingriff. 
Ein kleiner Teil der Frésche geht zugrunde, aber nicht im Exzitations- 
stadium, sondern in einem auf dasselbe folgenden Zustand der Lahmung. 
Applikation geringer Mengen des Pankreasinkrets (etwa 20 Einheiten 
pro 50g Kérpergewicht) bleibt innerhalb der ersten 6 bis 8 Stunden 
post injectionem bei einer AuBentemperatur von 20° ohne sichtbare 
Wirkung, wie in zahlreichen Vorversuchen festgestellt wurde. 

Diese weitgehende Unempfindlichkeit der Kaltbliiter gegen kleine 
und mittelgroBe Insulindosen ist bereits friiheren Untersuchern auf- 
gefallen [Macleod'), Noble und Macleod*), Krogh*), Bissinger, Lesser 
und Zipf*), v. Issekutz5), Mann, Bollman und Magath®*), Houssay 
und Rietti?), Olmsted*), Abderhalden und Wertheimer®), Laufberger™). 
Gabbe")]. Die Griinde fiir dieses Verhalten sind nicht hinreichend 
geklart. Meist hat man die geringe Intensitat des Stoffumsatzes der 
Kaltbliiter dafiir verantwortlich gemacht. Ebenso wie bei Saugetieren 
tritt bei Fréschen nach Injektion geeigneter Insulinmengen Hypo- 
glykimie auf [Mann, Bollman und Magath®), Houssay und Rietti’), 
Hemmingsen"™), Gabbe™)}. 

s | 

J.J. R. Macleod, Insulin, Lecture to XTth Internat. Physiol. Congress, 
Edinburgh, July 1923. 

2) E.C. Noble und J.J. R. Macleod, Journ. of physiol. 58, 33, 1923. 

3) A. Krogh, zitiert nach J.J. R. Macleod, |. ¢. 

*) E. Bissinger, E. J. Lesser und K. Zipf, Klin. Wochenschr. 2, 2233. 
1923. 

5) B.v. Issekutz, diese Zeitschr. 147, 264, 1924. 

6) F.C. Mann, J.L. Bollman und T. B. Magath, Amer. journ. of 
physiol. 68, 115, 1924. 

7) B. A. Houssay und C. T. Rietti, C. r. de la soe. de biol. 91, 27, 1924. 

8) J. M. D. Olmsted, Amer. journ. of physiol. 69, 137, 1924. 

%) E. Abderhalden und E. Wertheimer, Arch. f. d. ges. Physiol. 2038. 
439, 1924. 

0) V. Laufberger, Klin. Wochenschr. 4, 151, 1925. 
N) BE. Gabbe, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 105, 208, 1925. 
12) A.M. Hemmingsen, Skand. Arch. f. Physiol. 46, 56, 1924. 











Hormonaie Regulation des intermediiren Stoffwechsels. I. 50S 


Nachdem durch die erste Versuchsreihe das regelmaBige Auftreten 
von Krimpfen bei Fréschen nach Applikation groBer Insulinmengen 


erwiesen war, gingen wir zu Kombinationsversuchen Insulin + Adrenalin 
bzw. Adrenalin Insulin am gleichen Tiere iiber. 


Rana temporaria, co’, 34g Gewicht. 


Erhalt subkutan 40 Einheiten Insulin. 

Nach 30 Minuten heftigste Streckkrimpfe ; 
45 a ys 

subkutan 0,5 cem Adrenalin. 

60 Minuten nur noch spirlich Zuckungen ; 

75 = spontan keine Zuckungen mehr; jedoch noch tibet 

erregbar ; 
90 Minuten spontan keine Zuckungen; iibererregbar ; 
2 Stunden normales Verhalten. 


Rana temporaria, 9, 38g Gewicht. 


Erhalt subkutan 40 Einheiten Jnsulin. 
Nach 30 Minuten Streckkrimpfe ; 
60 4 = 
subkutan 0,5 cem Adrenalin; 
9) Minuten nur noch miabige Ubererregbarkeit vorhanden; 
spontan kein abnormes motorisches Verhalten; 
2 Stunden vdéllig normales Verhalten; 
3 








Rana temporaria, oc’, 35g Gewicht. 
f Erhalt subkutan 40 Einheiten Jnsulin. 
' Nach 40 Minuten Streckkrimpfe; 
} 90 
2 Stunden a 


sabkutan 0,5 cem Adrenalin; 

1, Stunden keine ‘Krimpfe mehr, jedock noch tbererregbar: 
normales Verhalten; 

4 os 9 


» 
*» 
0” 


Rana temporaria, 2, 34g Gewicht. 


Erhalt subkutan 0,5 cem Adrenalin. 
Nach 40 Minuten vdllig gelihmt; auf mechanische Reize hin keine 
Reaktionen ; 
; .. 60 Minuten gleiches Verhalten; 
subkutan 20 Einheiten Jnsulin. 
Minuten deutliche Reaktion auf Reize, jedoch noch keine 
Spontanbewegungen ; 
9) Minuten bewegt sich wieder spontan; 


sf 


Stunden normales Verhalten: 


. . 


me SS bo 
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Rana temporaria, o', 37g Gewicht. 
Erhalt subkutan 0,5 cem Adrenalin. 
Nach 45 Minuten vollstandig gelahmt; auf Reize reaktionslos; 
60 a = as 
subkutan 20 Einheiten Jnsudin. 
90 Minuten, reagiert gut auf aiuBere Reize; 
2 Stunden Spontanbewegungen; véllig normales Verhalten: 


wet 


tana temporaria, co’, 36g Gewicht. 
Erhalt subkutan 0,5 cem Adrenalin. 
Nach 40 Minuten gelihmt; schlaff; reaktionslos; 
50 ” subkutan 20 Einheiten Jnsulin; 
75 pa bewegt sich spontan nicht, reagiert jedoch aut 
Beriihrungsreize hin gut; 
90 Minuten, beginnt sich spontan zu bewegen; 
2 Stunden normales Verhalten; 
3 
Rana temporaria, 2, 40g Gewicht. 
Erhalt subkutan 0,5 cem Adrenalin. 
Nach 60 Minuten v6éllig gelahmt; schlaff; reaktionslos; 
subkutan 20 Einheiten Jnsulin. 
90 Minuten Spontanbewegungen; auf auBere Reize prompte 
Reaktion; 
100 Minuten subkutan 20 Einheiten Jnsulin. 
2 Stunden iibererregbar; keine spontane Zuckungen; 





3 ie - ny a = 
4 os - - - - 
6 normales Verhalten. 


Die lediglich mit Adrenalin gespritzten Frésche zeigten durchgehends 
das folgende Verhalten: 
Rana temporaria, co, 33g Gewicht. 
Erhalt subkutan 0,5 cem Adrenalin. 
Nach 35 Minuten vollstandig gelahmt; schlaff; ohne Reaktion auf 
Beriihrungsreize ; 
60 Minuten gleiches Verhalten; 
2 Stunden, liegt schlaff da; auf starkste mechanische Reize hin 
nur geringfiigige Abwehrbewegungen ; 
3 Stunden keine Spontanbewegungen ; auf Reize triage Reaktion. 


Die in den Protokollen wiedergegebenen Versuche zeigen deutlich, 
da die Insulinkrimpfe des Frosches durch nachfolgende Adrenalin- 
einspritzung schnell gelést werden ; ferner erweisen sie die prophylaktische 
Wirkung einer Adrenalinvorbehandlung gegeniiber nachfolgender 
Insulinzufuhr. Injektion von Adrenalin allein bedingt beim Frosch 
eine lang anhaltende motorische Lahmung, deren Entstehungsmechanis- 
mus nicht klarliegt. Der Antagonismus der beiden die intermediare 
Kohlenhydratverwertung beherrschenden Inkrete Insulin und Adrenalin 
ist demnach ein im Tierreich weithin verbreiteter. 
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Verbrennungswert und Elementaranalyse der tierischen Fette. 


Von 
Fr. W. Krzywanek. 


(Aus dem vet.-physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 26, April 1925.) 


In seinem Beitrag: Methodik des Stoffwechsels in Abderhaldens 
Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden bringt Johansson!) auch 
die Werte fiir die Elementaranalyse und den Verbrennungswert der 
Fette, mit denen heute bei Stoffwechselversuchen gerechnet wird. 
Bei der Lektiire dieses Abschnitts fallt es auf, dab, trotzdem in den 
letzten Jahrzehnten eine Verfeinerung simtlicher Stoffwechselmethoden 
angestrebt und zum gréBten Teil auch erzielt worden ist, diese wichtigen 
Standardzahlen in der neuesten Zeit keine Nachpriifung erfahren 
haben. So ist z. B. fiir das tierische Fett nur eine Mittelzahl angegeben. 
die. wenn auch nur wenig, von der fiir das menschliche Fett angegebenen 
abweicht. Diese Zahl fiir den Energiewert des tierischen Fettes ist ein 
Mittelwert aus zwei Zahlen, die Rubner 1885 und Stohmann und Langhein 
1890 angegeben haben. Die Werte fiir den Sauerstoffverbrauch und 
die Kohlensaiureproduktion bei der Verbrennung des Fettes stammen 
von Zuntz aus dem Jahre 1897. AuBerdem wurden die Fette nicht 
allein, sondern nach deym Stande der damaligen Methodik mit Zusatz 
von chlorsaurem Kali als Ziindstoff verbrannt, wobei mehrere Fehter- 
quellen gegeben waren, die mit der heutigen Methodik ausgeschaltet sind. 

Es erscheint auch merkwiirdig, daB simtliche tierischen Fette 
dieselben Werte bei der Verbrennung ergeben sollen und dai davon 
nur das menschliche Fett eine Ausnahme machen soll. Diese Griinde 
bewogen mich, eine Nachpriifung der Verbrennungswerte der fiir den 
Stoffwechselversuch in Betracht kommenden Tierarten mit der modernen 
Methodik und gleichzeitig eine Bestimmung ihrer Zusammensetzung 
mit Hilfe der kalorimetrischen Bombe vorzunehmen. 

Das zur Untersuchung kommende Fett wurde mit Ausnahme des 
Hundefetts, das aus dem hiesigen pathologischen Institut stammte, 


1) Johansson, Handb. da. biol. Arbeitsmethoden, Abt. LV, Teil 9, Heft 5, 


1924, S. 331— 366. 





5OS Fr. W. Krzywanek: 


auf dem Schlachthofe frisch geschlachteten Tieren entnommen. Dabei 
wurden von derselben Tierart mehrere in ihrem Alter und Ernihrungs- 
zustand verschiedene Tiere ausgewahlt und bei jedem Tiere das Fett 
von den verschiedensten Kérpergegenden entnommen. Die so gewonne- 
nen Fettportionen wurden im Laboratorium zerkleinert, vorsichtig 
ausgeschmolzen und durch den Warmwassertrichter filtriert. Dann 
wurde zur Vertreibung des Wassers noch mehrere Stunden im Vakuum 
gekocht und das Fett im Vakuumexsikkator erstarren gelassen. Die 
Verbrennung des so gewonnenen wasserfreien Fettes machte zuniachst 
einige Schwierigkeiten. Am giinstigsten erwies es sich im Laufe der 
Versuche, das Fett auf den Boden des zur Verbrennung dienenden 
Platinschalchens zu wiegen und dann das Schalchen mit dem Boden 
nach oben, also verkehrt, in die Bombe zu bringen. Der Ziinddraht 
wurde zu einer feinen Spirale aufgewickelt und diese mit Hilfe einer 
Pinzette méglichst in ihrer ganzen Ausdehnung in das Fett versenkt. 
Auf diese Weise gelang die Verbrennung in den meisten Versuchen 
vollstandig; Versuche, in denen ein Riickstand blieb, wurden verworfen. 
Das Pferdefett erwies sich als so diinnfliissig, daB es auf dem Boden 
des Platinschilchens nicht zu erhalten war, sondern abflof. Bei dieser 
Fettart wurde daher das Fett in das aufrecht stehende Schalchen 
hineingewogen und die Ziindung erfolgte mit einem kleinen Stiick 
Zwirnsfaden, der von dem Ziinddraht in das Fett hineintauchte. Das 
zu den Versuchen dienende Kalorimeter war im letzten Jahre von der 
Firma Hugershoff, Leipzig, neu geliefert, die Bombe ist mit Platin 
ausgekleidet und hat bei einem Fassungsvermégen von 261.04 com 
ein Gewicht von 2388,076 g. Die Bestimmung der produzierten Kohlen- 
siure und des verbrauchten Sauerstoffs geschahen nach der Zuntzschen 
Methode, wie sie von Klein und Maria Steuber') ausgearbeitet und 
beschrieben worden is*. 

Die Ubersichtstabelle bringt eine Zusammenstellung der gefundenen 
Werte fiir 1 g wasserfreies Fett berechnet. Zum Vergleich sind auber- 
dem die von Johansson angegebenen Werte angefiihrt. Als Kontrolle 
fiir die Genauigkeit der Methode sind ferner zwei Verbrennungen von 
Rohrzucker (Mercks Praparat von bestimmter Verbrennungswarme) 
am SchluB der Tabelle angefiigt; die gute Uhereinstimmung der ge- 
fundenen und berechneten Werte biirgt fiir die Genauigkeit der Methode. 

Uber die Ergebnisse dieser Untersuchungen ware zu bemerken, 
dap die Unterschiede zwischen den einzelnen Fettarten zwar nicht sehr 
erheblich, doch immerhin so eindeutig sind, dap es sich empfehlen diirjte, 
hei der Berechnung von Stoffwechselversuchen kiinftig auf diese je nach 
der hetreffenden Tierart zuriickzukommen. 


1) Diese Zeitschr. 120, 81—89, 1921. 

















Verbrennungswert und Elementaranalvse der tierischen Fette. 500 
tbe C O»sProduktion O»sVerbrauch 
igs- Tierart Ru«Q Kalorien 
ett : : 
Ine- Pferdefett 2.8396 1.4451 2 0074 20343 0710 94595 
itig 2.8481 14494 29145 20392 O711 94622 
an 2 8365 1.4435 29153 2.0399 0.708 9459.5 
— 28422 14464 29053 2.0328 0.712 94565 
um 2.8412 1.4495 2.9056 0.0330 O711 9452.8 
Die Im Mittel 28417 14461 29096 20358 0.710 94581 
hst Rinderfett 28205 14354 28957 2.0261 0,708 9498.6 
der 2.8332 1.4419 2.8736 2.0107 0.717 9497.5 
len 28197 14350 29055 2.0330 0.706 9512.6 
2.8230 14367 28834 20175 0.712 95140 
len 2.8220 1.4362 2.8830 20171 0.712 9502.0 
vht Im Mittel 28237 14870 S882 2.0209) O7LL 9505.0 
_ Hammelfett 28233 14368 28500 1.9941 0,720 94442 
kt. 2.8223 14363 28506 19945 0.720 94498 
en 2.8206 1.4354 2.8415 1.9881 0,722 9453 4 
: 28235 1.4369 28528 1.9961 0,720 94486 
‘ad 2.8253 1.4378 28430  1,9893 0,723 9452.6 
a1 Im Mittel 28275 14866 28476 | 1.9924 0,721 ° 9449.7 
scr 
Schweinefett 2.8524 1.4516 2.8672 2.0062 0.724 9497.5 
en 2.8421 14464 28804 20154 O718 95104 
ck 28506 1.4507 28703 20087 0.722 9516.6 
as 2.8330 1.4417 2. 8867 2.0198 0,714 9519.0 
2.8445 14476 2.8800 20151 0.718 9501.6 
er = = ~* 4 
“a Im Mittel 258445 14476 28769 20130 O719 95090 
| Hundefett 2.8330 14417 = 2.8567 1.9989 0,721 9473.8 
= 28367 14436 2.8480 19928 0.724 94886 
n- 2.8341 14423 28540 1.9969 0,722 9493.0 
mn 23275 14390 28470 1.9920 0,722 94898 


2.8341 1.4423 2.8460 19913 | 0,724 94844 
Im Mittel 2.8331 14418) = 2.85038 19944 O723 9485.0 


| Tierisches Fett*) 281 | 143 289 202 0,707 9460 
n Menschlich.Fett*) 2,79 1,42 2.85 1,99 O711 9540 
a Rohrzucker 1.5370 0.7822 1.1200 0.7837 0,998 39524 
le 15507 0.7891 1.1245 07868 1,003 3955.9 
n Im Mittel 15439 0.7857 11228 07853 1,001 3954.2 


: 
| 
| 


Berechnet 15435 90,7852 1,1222 | 0.7852 1000 = 3952.0 


*) Diese Zahlen sind dem zitierten Aufsatz von Johansson entnommen 
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